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Resumen  
Las AAP son un grupo de bacterias  fotoheterótrofas, que dependen del consumo de materia  orgánica  como  fuente  principal  de  energía  pero  que  poseen  un  sistema fotosintético  que  les  permite  usar  la  luz  como  fuente  alterna  de  energía    Esta flexibilidad metabólica representa una ventaja potencial para las AAP frente al resto de bacterias heterótrofas. Hasta  ahora  esa ventaja ha  sido evidenciada en  sus  altas tasas  de  crecimiento  y  su  carácter  cosmopolita  en  los  sistemas  acuáticos.  Sin embargo,  la  importancia  de  las  AAP  en  los  flujos  de  carbono  y  energía  en  los ecosistemas acuáticos es aún controversial pues  su abundancia  relativa es  rara vez superior  al  10%.  Es  posible  que  las  AAP  no  se  comporten  siempre  como fotoheterótrofas,  pero  actualmente  desconocemos  si  este  fenómeno  ocurre  en  los sistemas  naturales.  En  este  trabajo  se  desarrolló  una  métrica  para  estimar  la variación de la fotoheterotrofía de las poblaciones de AAP en sistemas de agua dulce y  relacionar  dicha  variación  con  la  intensidad  de  la  luz,  la  cantidad  de  carbono orgánico disuelto, la concentración de nutrientes y la saturación de oxígeno disuelto. La métrica propuesta combina dos variables: 1) El número de AAP que sintetizan el pigmento captador de luz (Bacterioclorofila a) y 2) El número de células que poseen uno de los genes que codifican para las proteínas del centro de reacción fotosintético (puf  M).  Con  el  fin  de  evaluar  esta  métrica  se  estimó  en  10  lagos  de  Quebec,  la abundancia  de  AAP  por  microscopía  de  epifluorescencia  infrarroja  y  por  PCR cuantitativa.  Observamos  que  la métrica  varió  entre  0,16  y  0,88  en  el  conjunto  de lagos,  esta  variable  se  correlacionó directamente  con  el  coeficiente de  extinción de luz y negativamente con la concentración de oxígeno. Estos resultados confirman que la luz y el oxígeno juegan un papel regulador en la síntesis de bacterioclorofila y que el metabolismo  fotoheterótrofo  se  favorece  aun  cuando  la  disponibilidad  de  luz  es limitada.  
Palabras  clave:  Bacterias  AAP,  fotohetrotrofía,  gen  puf M,  PCR  cuantitativa, Microscopia  de 
epifluorescencia infrarroja 
 
Abstract 
AAP  is  a  photoheterotrophic  group  of  bacteria  that  relies  on  the  consumption  of dissolved  organic matter  as  their main  source  of  energy  and  has  the  ability  to  use light as an alternative source of energy. This metabolic versatility represents for AAP a potential advantage over the heterotrophic bacteria. So far, this advantage has been shown  by  their  high  growth  rates  and  by  their  cosmopolitan  distribution  in  the aquatic  systems. However,  the  relevance  of  AAP  bacteria  in  the  flux  of  carbon  and energy in the aquatic systems is still controversial because their relative abundance is seldom higher than 10%. It might be possible that AAP doesn’t perform always as 
  
7 
photoheterotrophs,  but  it  is  unclear  whether  this  phenomenon  occurs  in  aquatic systems.  Here we  developed  and  tested  a metric  for  quantifying  the  occurrence  of photoheterotrophic metabolism on AAP  freshwater bacteria and  then correlate  this variable  with  light  intensity,  oxygen,  nutrients  and  dissolved  organic  carbon concentration.  The metric  combines  two  variables:    1)  the  abundance  of  AAP who synthetize bacteriochlorophyll and 2) the abundance of cells having the puf M gene. For  this  purpose,  we  quantified  the  abundance  of  AAP  both  by  epifluorescence microscopy  and  by  qPCR. We  observed  that  the metric  varied  among  0,16  to  0,88 along  the  10  lakes.  This  variable  was  positively  correlated  with  light  extinction coefficient  and negatively  correlated with oxygen  saturation. These  results  confirm that  light  and oxygen play  a  regulatory  role  in  the  synthesis  of  bacteriochlorophyll and  showed  that  the  photoheterotrophic  metabolism  can  be  favoured  even  when light availability is limited.  
Keywords: AAP Bacteria, photoheterotrophy, puf M gene, quantitative PCR, Infrared 
Fluorescence Microscopy 
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Introducción 
Las  bacterias  Fotótrofas  Aerobias  Anoxigénicas  (AAP),  son  un  grupo  funcional  de heterótrofos  aerobios  obligados,  que  tienen  la  facultad  de  utilizar  la  luz  para  la síntesis de ATP. A diferencia de los fotótrofos oxigénicos, la actividad fotosintética de las AAP no está ligada a la fijación de carbono inorgánico ni pueden usar el agua como donador de  electrones;  y  por  lo  tanto,  el  oxígeno no  es  uno de  los  productos de  la fotosíntesis 1,2.   La  importancia  de  este  tipo  de  metabolismo  fue  subvalorada  hasta  que  Kolber  y colaboradores publicaron en el año 2000, un estudio en el que reportan que las AAP pueden  constituir  alrededor  del  10%  de  la  población  bacteriana  total  y  que  su actividad fotosintética aporta aproximadamente en un 5%  a la fotosíntesis global en el  océano3.  Este  hallazgo,  cuestionó  los modelos  preconcebidos  acerca  del  flujo  de carbono y energía en los ecosistemas acuáticos, ya que la fotoheterotrofía implica una entrada de energía que no había sido cuantificada hasta el momento en los sistemas acuáticos.  Adicionalmente  se  sugiere  que  el  uso  de  la  luz  por  parte  de  estos organismos heterótrofos podría acelerar  las  tasas de procesamiento y transferencia de carbono orgánico en la red trófica microbiana4.   Los  estudios  de  Kolber  marcaron  el  inicio  de  una  serie  de  investigaciones direccionadas a dilucidar  la  función   ecológica de las AAP en los sistemas acuáticos. Estos  estudios  están  divididos  en  dos  corrientes:  Las  aproximaciones  a  escala  de laboratorio, enfocadas en  la caracterización  fisiológica de aislamientos específicos y bajo diferentes condiciones de cultivo y las aproximaciones a nivel ecosistémico, las cuales  se  han  centrado  en  la  estimación  de  la  abundancia  relativa  de  este  grupo funcional  en  sistemas  con  condiciones  tróficas  contrastantes.  Los  estudios fisiológicos han permitido reconocer la diversidad morfológica y genética de las AAP; así como identificar los factores que regulan la síntesis de bacterioclorofila a in vitro. De  los  trabajos  hechos  a  nivel  ecosistémico,  se  ha  logrado  establecer  que  las  AAP tienen una distribución cosmopolita y que su abundancia relativa varía en un rango del 1 al 10% independientemente de las condiciones tróficas de los sistemas5.   Considerando  que  el  impacto  potencial  de  las  AAP  en  el  flujo  de  carbono  de  los sistemas acuáticos,  reside en  su  función  fotoheterótrofa y que desconocemos  como varia  esta  capacidad  a  nivel  ecosistémico  en  función  de  la  disponibilidad  de nutrientes, carbono y la intensidad de luz; éste proyecto propone una estrategia para evidenciar cómo varía la función fotoheterótrofa de las poblaciones de AAP in situ en relación a estos parámetros ambientales. Esta variación fue evaluada en dos escalas de estudio: espacial y temporal. Nos aproximamos al estudio de la dinámica espacial para  responder  cómo  varía  la  función  fotoheterótrofa  de  poblaciones  AAP  de sistemas  que  contrastan  en  la  concentración  de  nutrientes  y  carbono  orgánico disuelto,  disponibilidad  de  luz  y  saturación  de  oxígeno;  mientras  la  dinámica 
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temporal permitiría evaluar las variaciones en la función fotoheterótrofa de la misma población  de  AAP  sometida  a  fluctuaciones  estacionales  propias  del  sistema  de estudio.  Esta  propuesta  se  enmarca  dentro  de  un  proyecto  macro  titulado:  “Towards  an understanding of the role of Aerobic Anoxygenic Phototrophic Bacteria in Lakes: Its controlling factors and its contribution to the secondary production”, que desarrolla actualmente  el  Grupo  de  Ecología  Microbiana  del  profesor  Paul  del  Giorgio  en  la Universidad de Quebec en Montreal.  
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1. Antecedentes 
1.1. Formulación del Problema  La fotoheterotrofía se define como la capacidad de un organismo para utilizar la luz y fuentes  de  carbono  orgánicas  como  recursos  energéticos4,6.  Las  bacterias  AAP (Fotótrofas  Anoxígenicas  Aerobias),  son  un  interesante  grupo  de  fotoheterótrofos, que  sintetizan  moléculas  de  bacterioclorofila  a  (bchl  a)  como  centros  de  reacción fotosintéticos. Su particularidad radica en la habilidad que tienen estas bacterias para respirar  de  forma  aerobia  y  hacer  fotosíntesis  simultáneamente;  lo  cual,  podría conferirles una ventaja metabólica cuando la disponibilidad de recursos orgánicos es limitada2,6.   La actividad fotoheterótrofa de las AAP fue reportada por primera vez en ambientes marinos1;  desde  entonces  los  estudios direccionados  a dilucidar  el  rol  ecológico de este grupo funcional dentro de las redes tróficas de los sistemas acuáticos, coinciden en  que  estas  bacterias  son  ubicuas  y  que  su  distribución  está  influenciada  por variables  como  la  atenuación  de  la  luz  y  la  limitación  de  nutrientes7.  El  efecto regulador de  la  luz sobre  la síntesis del pigmento ha sido evidenciada en diferentes ensayos  in  vitro  con  aislamientos  específicos  sometidos  a  variaciones  en  las condiciones  de  incubación.  De  estos  ensayos,  es  conocido  que  la  cantidad  de pigmento por célula en cultivo puede variar en respuesta a la disponibilidad de luz, al punto que cuando son incubadas en períodos Luz:Oscuridad la síntesis del pigmento ocurre  solamente  durante  los  periodos  de  incubación  en  oscuridad6,8.  Lo  anterior responde a que durante los períodos de incubación con luz en condiciones aerobias, la  síntesis  de  bchl  a  puede  resultar  en  la  formación  de  tripletas  de  la  proteína  y singletes de oxígeno que causan estrés oxidativo y muerte celular7. Además del efecto regulador  de  la  luz,  otros  ensayos  muestran  que  la  limitación  por  carbono  podría inducir la expresión del pigmento2,6.   Pese a que estos estudios han dilucidado el efecto regulador de luz y la concentración de carbono sobre la síntesis del pigmento, la regulación en sistemas naturales aún es un  tema  controversial.  Al  mover  la  escala  de  análisis  hacia  sistemas  naturales,  la respuesta  regulatoria  no  es  igual  de  consistente.  En  el  océano  Ártico  fueron detectadas y cuantificadas células AAP con bacterioclorofila a durante el período de  verano  es  decir,  bajo  condiciones  de  iluminación  continua,  lo  que  contradice  la premisa  que  la  síntesis  de  bchl  a  ocurre  sólo  en  la  oscuridad.    Adicionalmente,  se reporta  la  presencia  de  AAP  pigmentadas  debajo  del  hielo  durante  el  período  de invierno,  que  implican  condiciones  de  oscuridad  permanentes9.  Es  cuestionable entonces  por qué las AAP expresan la síntesis del pigmento en ausencia de luz.  Con respecto al efecto de la concentración de carbono orgánico sobre la regulación de la síntesis  del  pigmento  in  situ,  se  ha  observado  que  la  abundancia  de  células 
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pigmentadas  no  varía  en  sistemas  con  diferente  estado  trófico10.  Claramente,  la expresión  del  pigmento  de  las  AAP  en  sistemas  naturales  es más  compleja;  y  este tema aún no ha sido abordado. Por lo tanto,  se desconoce cómo varía la regulación in 
situ del pigmento, por ejemplo; no se sabe si dentro de la población de AAP existe una fracción que no  lo  sintetiza,  es decir, no está  funcionando  fotoheterotróficamente y  tampoco  se  sabe  cuáles  factores  pueden  influir  sobre  el  tamaño  de  la  fracción fotoheterótrofa de una población de estas bacterias.  Este  proyecto  propone  una  métrica  para  evaluar  la  variación  de  la  función fotoheterótrofa de las bacterias fotótrofas anoxigénicas aerobias  in situ. Ésta unidad de medición fue puesta a prueba en sistemas con condiciones contrastantes para dar una primera aproximación de las condiciones fisicoquímicas que están relacionadas con la expresión de dicha función.  
 
 
1.2. Objetivos 
1.2.1. Objetivo General  Evaluar una métrica para evidenciar  la  variación de  la  función  fotoheterotrófica de las  bacterias Fotótrofas Anoxigénicas Aerobias (AAP) en sistemas de agua dulce. 
 
1.2.2. Objetivos Específicos 
 
 Proponer una métrica para evidenciar la función fotoheterotrófica de las AAP.  
 Validar  la  PCR  cuantitativa  para  estimar  la  abundancia  de  células  puf  M positivas en los sistemas de estudio. 
 
 Aplicar la métrica para la estimación la función fotoheterotrófica de las AAP a muestras  de diferentes lagos.  
 Analizar  los  patrones  de  variación  de  la  capacidad  fotoheterotófica  de  la comunidad  de  AAP  con  respecto  a  la  variación  en  los  parámetros fisicoquímicos  de  los  sistemas  de  estudio  concentración  de  nutrientes (nitrógeno  y  fósforo),  carbono  orgánico  disuelto,  intensidad  lumínica  y saturación de oxígeno.  
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1.3. Justificación   El “Microbial loop” propuesto por Azam et. al. (1983), es un modelo que explica cómo ocurre la transferencia de carbono y energía a través de ensamblajes bacterianos en los  sistemas  acuáticos11.  En  términos  generales,  los  organismos  fotosintéticos transforman la energía lumínica en energía química; que entra al sistema en forma de carbono  orgánico  disuelto,  a  través  de  los  exudados  metabólicos  de  los fotoautótrofos.  Éste  carbono  es  aprovechado  por  bacterias  y  otros  organismos heterótrofos  que  no  sólo  mineralizan  la  materia  orgánica  sino  que  convierten  en biomasa  ese  carbono  orgánico  producido  por  los  fotótrofos  más  el  que  viene  de fuentes  alóctonas.  El  papel  de mineralizadores  es  el  que  tradicionalmente  se  le  ha  otorgado a las bacterias. Pero lo relevante de la propuesta del loop, es ver que hay un ciclaje de carbono y energía dentro de esa fracción microbiana, y que ese carbono se transfiere a los niveles superiores cuando es consumido por protistos y zooplankton  La visión general del “Microbial loop”, ha sufrido algunas modificaciones durante los años  posteriores  a  su  postulación.  Estas  variaciones  se  deben  principalmente  al descubrimiento de  “nuevos participantes” dentro del  ensamblaje microbiano;  entre ellos virus, eucariotas mixotróficos, procariotas fotótrofos y fotoheterótrofos4,13. Las AAP  un  grupo  funcional  de  fotoheterótrofos  que  hacen  parte  de  estos  “nuevos participantes”  y  que  obtienen  cerca  del  80%  de  la  energía  a  partir  de  oxidación aerobia de compuestos orgánicos y el 20% restante de  la actividad  fotosintética;  la cual no está acoplada a la fijación de carbono inorgánico4,6. Esto implica que dentro de los sistemas acuáticos existe un grupo funcional capaz de utilizar el mismo recurso energético  de  los  fotoautótrofos  sin  aportar  carbono  orgánico  disuelto  para  otros heterótrofos.    La importancia de estas bacterias en los sistemas acuáticos fue subvalorada hasta el año 2000, cuando Kolber y colaboradores encontraron que la actividad fotosintética aerobia  anoxigénica  corresponde  aproximadamente  al  5%  de  la  actividad fotosintética  total  en  el  océano3.  Este  hallazgo  soportó  que  el  metabolismo fotoheterótrofo  de  las  AAP  podría  modificar  la  proporción  de  carbono  que  se transfiere  desde  el  loop microbiano  hacia  niveles  superiores  de  la  red  trófica3,13,14. Estudios  posteriores  revelaron  que  aunque  éste  grupo  funcional  tiene  una distribución  cosmopolita,  su  abundancia  relativa  no  varía  en  sistemas  con condiciones  fisicoquímicas  contrastantes10,15–17.  Actualmente,  se  cuenta  con  un amplio marco de  referencia  sobre  la  abundancia de  las AAP en diferentes  sistemas marinos y algunos de agua dulce, no obstante, parece que los estudios de abundancia han llegado a un punto en el que no generan más información sobre el rol ecológico de estas bacterias in situ.     
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Una forma de aproximarse a la importancia de la actividad de las AAP en el modelo del  flujo  de  carbono,  es  determinar  cómo  y  cuáles  factores  ambientales  afectan  su actividad fotosintética, ya que por estudios in vitro se conoce que las AAP regulan la síntesis de  la bacterioclorofila  cuando  son  incubadas en diferentes  condiciones.  Sin embargo, aun no existe un modelo que explique bajo qué condiciones ambientales se favorece o no la síntesis del pigmento fotosintético de AAP y por lo tanto que ayude a dilucidar  su  contribución  en  los  flujos  de  carbono  de  los  sistemas  acuáticos.  La métrica que se propone en este proyecto se enmarca en la necesidad de generar una forma  de  evidenciar  la  variación  en  la  síntesis  del  pigmento  de  las  poblaciones  de AAP  de  diferentes  sistemas.  La  aplicación  de  esta  unidad  de medición  en  estudios posteriores  podría  permitir  aproximarse  a  la  valoración  de  su  función  en  la  red trófica de los sistema acuáticos. 
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2. Marco Teórico 
2.1.  La  fotoheterotrofía  y  el  cambio  de  paradigma  del  modelo 
tradicional de redes tróficas microbianas en los sistemas acuáticos.   La  fotoheterotrofía es un proceso metabólico definido como la capacidad de usar  la luz  como  fuente  de  energía  por  organismos  heterótrofos  primarios1,6.  Antes  de  su descubrimiento, la fototrofia era considerada el único mecanismo de transformación de  energía  lumínica  en  energía  química.  Ésta  última  se  representa  a  través  de  la síntesis  de  biomasa  y  carbono  orgánico  disuelto,  que  constituye  la  base  de  la  red trófica microbiana en los sistemas acuáticos12. El papel de los microorganismos en los procesos  de  transferencia  y  transformación  de  la materia  orgánica  en  los  sistemas acuáticos,  fue propuesto por Azam y colaboradores en 1983 a  través de un modelo  denominado  “Microbial  Loop”11.  En  su modelo  Azam  et.  al.  definen  el  papel  de  los microorganismos  en  el  procesamiento  de  la  materia  orgánica  disuelta,  que  se transfiere   de un eslabón a otro de  la  red  trófica a  través  fenómenos de  regulación 
top‐down11.  Los  productos  de  la  fotosíntesis,  considerada  hasta  ese  momento  una actividad exclusiva del fitoplancton (algas, cianobacterias) y estrictamente acoplada a la  fijación de CO2, proporcionan una fuente  importante de carbono orgánico para el crecimiento  de  organismos  heterótrofos.  El  descubrimiento  de  organismos  capaces de  usar  la  luz  como  recurso  energético  y  respirar  compuestos  orgánicos  de  forma simultánea, ha cambiado la forma de concebir las redes tróficas microbianas bajo dos criterios  igualmente  importantes:  1.  El modelo  tradicional  de  la  red  trófica  incluye ahora un nuevo eslabón correspondiente a un grupo de organismos fotoheterótrofos aerobios, que dependiendo de su abundancia y de cuan activos se encuentren en el sistema  podrían  modificar  la  cantidad  de  biomasa  que  es  transferida  desde  las bacterias a otros niveles de la red (Figura 1); y 2. Hay una vía de transformación de energía  lumínica  en  energía  química  alternativa  a  la  fotosíntesis,  que  no  implica  la incorporación de carbono orgánico al sistema mediado por la fijación de CO2 4,6,13.  Actualmente,  se  conocen  dos  grupos  de  bacterias  capaces  de  hacer  fotosíntesis  y respiración de  forma  simultánea: El  primer  grupo  contiene proteorodopsinas  (PR); proteínas membranales que funcionan como una bomba de protones dirigida por la luz  y  que  pueden  cumplir  con  diferentes  funciones  fisiológicas,  incluyendo  la generación de ATP9,18. El segundo grupo corresponde a un conjunto de bacterias que obtienen  energía  de  compuestos  reducidos  del  medio  a  través  de  la  cadena  de transporte  de  electrones;  y  adicionalmente  sintetizan  bacterioclorofila  a  (Bchl  a) como  su  principal  pigmento  captador  de  luz  usado  en  la  actividad  fotosintética, dentro  del  cual  se  ubican  las  bacterias  Fotótrofas  Anoxigénicas  Aerobias  (AAP)  4,9. Gracias  a  su  potencial  actividad  fotosintética  simultánea  a  la  oxidación  de compuestos  orgánicos  de  forma  aerobia  las  AAP  podrían  verse  favorecidas  en  una amplia  variedad  de  sistemas  y  el  nivel  de  su  actividad  podría  tener  un  impacto significativo dentro de los flujos de carbono en los sistemas acuáticos.  
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Figura  1.  Microbial  loop  descrito  en  Azam  et.  al  (1983)11  (línea  sólida)  y  adiciones 
posteriores (línea punteada). DOC se refiere a carbono orgánico disuelto 
2.2  Bacterias  Fotótrofas  Anoxigénicas    Aerobias  (AAP):  aspectos 
generales  
 Las  AAP  son  en  esencia  un  grupo  funcional  de  bacterias  quimioheterótrofas  que contienen  un  centro  de  reacción  fotosintético  y  uno  ó  más  complejos  periféricos captadores de luz; que pueden  funcionar en forma simultánea a la oxidación aerobia  del  carbono  orgánico1,5,6.  A  diferencia  de  sus  homólogas,  las  bacterias  púrpuras  y verdes  del  azufre;  en  las  cuales  la  presencia  de  oxígeno  reprime  la  síntesis  del aparato  fotosintético,  las  AAP  son  aerobias  estrictas;  lo  cual  condiciona  su metabolismo fotoheterótrofo a hábitats con disponibilidad de oxígeno5,19. En general las AAP son bacterias gram negativas, distribuidas dentro de  los grupos de  las alfa, beta y gamaproteobacterias; y presentan morfologías diversas que incluyen desde la formación  de  apéndices  (Erythromicrobium  ramosum)  hasta  el  desarrollo  de estructuras membranosas  que  conectan  varias  células  y  facilitan  el  intercambio  de nutrientes  (Porphyrobacter  meromictius).  La  mayoría  de  las  especies  de  AAP  son mótiles  gracias  a  la  presencia  de  uno  a  más  flagelos  polares  o  subpolorares;  sin embargo, algunas formas ovoides  están rodeadas de cápsulas y producen una matriz extracelular  que  les  impide  la  motilidad  pero  que  favorecen  la  formación  de agregados en cultivos líquidos20.   A diferencia de otros grupos de bacterias fotótrofas, las AAP poseen un bajo número de  unidades  fotosintéticas  por  célula  y  la  síntesis  de  bacterioclorofila  parece  ser inhibida por la luz. Aunque algunos estudios han reportado la fijación de bajas tasas de  carbono  inorgánico  (CO2),  inferiores  al  4%  de  las  reportadas  para  los 
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fotoautotrófos; ninguna especie  fotótrofa aerobia obligada estudiada hasta  la  fecha, contiene la maquinaria enzimática del ciclo de Calvin (Ribulosa Bifosfato Carboxilasa‐ RuBisCO)5,6,19.  Estas  fijación  proviene  entonces  de  la  actividad  de  la  enzima fosfoenolpiruvato (PEP) carboxilasa presente en todos los organismos heterótrofos y es insuficiente para sostener la viabilidad celular bajo metabolismo autótrofo5,19. Por lo  tanto,  las  AAP  son  bacterias  heterótrofas  que  obtienen  alrededor  del  20% de  la energía de procesos fotosintéticos y el 80% restante a partir de la oxidación aerobia  de carbohidratos, alcoholes y una variedad de complejos orgánicos como  recursos de carbono y donadores de electrones. Su sistema de transporte de electrones  comparte algunos  transportadores  del  sistema  de  transferencia  de  electrones    fotosintético, tales  como  el  citocromo  c,  las  moléculas  quinonas,  el  complejo  citocromo  bc1  y generalmente culmina con la reducción del oxígeno gaseoso 20, 
 
2.2.1. Sistema fotosintético de las AAP  Al igual que en sus homólogos anoxigénicos anaerobios, en las AAP la producción de energía a  través de  la  fotosíntesis  involucra un sistema de  transporte de electrones cíclico  que  culmina  en  la  fotofosforilación  de  las moléculas  de  adenosina  difosfato (ADP). Su aparato fotosintético está conformado por moléculas de bacterioclorofila a (Bchl  a)  que  actúan  como  pigmentos  captadores  de  luz  o  antena,  un  centro  de reacción con  tres  subunidades estructurales  (L, M y H), un complejo  liposoluble de quinonas  y  un  conjunto  de  transportadores  de  electrones    que  varían  entre especies21.(Figura 2).  Adicionalmente,  contienen  una  variedad  de  carotenoides  que les  confieren  un  rango  de  colores  intensos  y  que  aunque  no  están  conectados  de forma directa a la síntesis de ATP, se ha sugerido que previenen y mitigan los daños causados por los subproductos de las reacciones de fotooxidación5.  A diferencia de los fotótrofos oxigénicos, la estructura del sistema fotosintético de las AAP es menos sofisticada, de hecho la cantidad promedio de moléculas de Bchl a es aproximadamente seis veces menor en comparación con la clorofila de los fotótrofos oxigénicos  y  diez  veces menor  que  la  de  bacterioclorofila  de  bacterias  púrpura  del azufre.  Lo  anterior  resulta  en  una  tasa  de  absorción  de  fotones  más  baja  y  en consecuencia  un  bajo  potencial  de  generación  de  energía    en  comparación  con  los procesos de fotosíntesis tradicionales2,5,6,20. Sin embargo,    los estudios hechos sobre aislamientos  de  Erytrobacter  sp.  mostraron,  un  aumento  de  la  eficiencia  de crecimiento  simultáneo  a  la  disminución  de  las  tasas  de  respiración,  cuando  los cultivos  fueron  crecidos  en  presencia  de  luz;  lo  cual  sugiere  que  la  versatilidad metabólica  de  las  AAP  puede  representar  una  ventaja  cuando  la  disponibilidad  de carbono orgánico es limitada2. 
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2.2.1.1. Estructura genética del sistema fotosintético de las AAP y regulación de la 
síntesis del pigmento: 
 Los  genes  requeridos  para  la  expresión  del  aparato  fotosintético  en  las  AAP,  están contenidos  en  una  región  cromosomal  y  conforman  un  “superoperón”  de aproximadamente  45  kilobases  (kb).  Éste  operon  incluye  los  genes  bch  y  crt    que codifican  para  las  enzimas  de  las  vías  biosintéticas  de  la  bacterioclorofila  y carotenoides; así como    los genes puf que codifican para el complejo de  los centros captadores de luz (LH) (puf B y puf A) y los centros de reacción (RC) (puf L y puf M)22–24.   
 
Figura 2. Mapa genético del gen puf de la bacteria Rhodobacter capsulatus. Tomado de 
Kortlüke et. al 199724. La  expresión  del  operón  puf  de  las  AAP  está  regulada  por  factores  externos  que pueden inducir o reprimir la síntesis de Bchl a. Los estudios encaminados a dilucidar el efecto de los factores ambientales sobre la actividad fotosintética de las bacterias fotótrofas anoxigénicas aerobias, se han desarrollado sobre aislamientos específicos que  en  general,  han  sido  sometidos  a  variaciones  en  las  condiciones  de  cultivo. De estos ensayos, se ha establecido que la intensidad lumínica, la calidad y concentración de  carbono  orgánico  disuelto  disponible  y  la  concentración  de  oxígeno  son  de  los factores más relevantes relacionados con la síntesis del pigmento7. La inhibición de la síntesis de bacterioclorofila a por  la  luz, es un resultado consistente en los estudios de  caracterización  fenotípica  de  las  AAP.  Uno  de  los  resultados  recientes  más llamativo  que  reflejan  el  efecto  de  la  intensidad  lumínica  sobre  la  síntesis  del pigmento, fue reportado en el 2006 tras un ensayo que evaluó las consecuencias de la variación  en  los  períodos  de  luz:oscuridad  para  la  bacteria Dinoroseobacter  shibae. Este ensayo evidenció que la tasa de síntesis de Bchl a fue cuatro veces mayor en el período  de  oscuridad,  cuando  el  fotoperíodo  de  incubación  luz:oscuridad  fue cambiado  de  8h:16h  a  16h:8h;  sugiriendo  que  la  capacidad  para  utilizar  la  luz estimula de alguna forma la síntesis del pigmento8. Asimismo, Kolber y colobaradores obtuvieron  para  aislamientos  de  AAP  provenientes  del  océano  una  biomasa  cinco veces mayor  y  tasas de  crecimiento de 20% a 40% más  altas,  cuando estos  fueron crecidos  con  intervalos  luz:oscuridad  que  cuando  fueron  incubados  en  condiciones de  luz  u  oscuridad  permanentes.  Lo  anterior  implica  que  las  AAP  restauran  su sistema fotosintético durante los periodos de oscuridad y lo dejan disponible para ser 
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utilizado  como  una  vía  alterna  de  entrada  de  energía,  durante  la  fase  lumínica  de incubación 6.  Dado que las AAP son bacterias aerobias obligadas,  la represión de la síntesis de su sistema fotosintético en la luz se esperaría que fuese mas estricto que en el resto de fotótrofos, ya que en presencia de oxígeno la formación del pigmento puede generar tripletas de Bchl y singletes de oxígeno que causan estrés oxidativo y comprometen la viabilidad celular. Por lo tanto, la concentración de oxígeno también es un factor  que regula su actividad fotoheterótrofa. En el 2004 Ouchane y colaboradores asociaron la actividad fototrófica aerobia a la presencia de un gen complementario al operon puf; el gen acsF codifica para la síntesis de la molécula funcional AcsF,  involucrada en la formación  de  un  intermediario  para  la  síntesis  de    los  pigmentos  fotosintéticos  en condiciones  aerobias  y  es  homóloga  funcional  a  la  Mg‐protoporfirina  monomethil ester ciclasa (BchE) presentes en los fotótrofos anaeróbios. Los estudios de Ouchane y su equipo revelaron que mientras  la BchE utiliza el oxígeno proveniente del agua para la formación del intermediario, la proteína AcsF utiliza oxígeno gaseoso para el mismo fin. Por lo tanto, el estudio de la región  acsF  podría complementar los análisis de  la  actividad  fotosintética  bacteriana25.  Así,  mientras  la  región  puf  LM  permite evidenciar el potencial fotoheterótrofo, la presencia o ausencia del gen acsF  hablaría de  la  naturaleza  aerobia  o  anaerobia  obligada.  No  obstante,  el  mecanismo  de regulación  del  oxígeno  sobre  la  actividad  fotoheterótrofa  aerobia  varía  entre especies,  por  consiguiente  la  concentración  necesaria    para  la  respiración  aerobia difiere de acuerdo a la fisiología de las AAP y las condiciones de cultivo7,26.  Paralelo  a  la  influencia  de  la  intensidad  lumínica  y  la  tensión  de  oxígeno,  la disponibilidad de carbono es otro factor que parece tener influencia sobre la puesta en marcha  del  sistema  fotosintético  de  las  AAP.  Inicialmente  fue  postulado  que  la actividad  fotoheterotrófica de  las AAP podría  favorecerse en  sistemas oligotróficos, puesto  que  la  actividad  fotosintética  proporcionaría  la  energía  para  mantener  la viabilidad celular con bajas tasas de incorporación de carbono 2,6. Los experimentos de  Kolber  et.  al.  en  el  2001,  fueron  considerados  como  una  evidencia  de  esta hipótesis,  ya  que  después  de  transferir  aislamientos  de  AAP  a  medios  con  altas concentraciones  carbono,  observaron  la  despigmentación  de  las  colonias  y  la disminución  en  un  40%  de  la  concentración  de  bacterioclorofila  medida  por  la Fluorometría  Infrarroja  de  Rápida  Repetición  (IRFRR  por  sus  iniciales  en  inglés Infrared  Fast  Repetition  Rate).  Después  de  una  semana  de  incubación  y  del agotamiento  de  nutrientes  los  cultivos  retomaron  la  pigmentación,  sugiriendo  la reactivación  de  metabolismo  fotosintético6.  Desde  entonces  las  AAP  fueron consideradas  “fotótrofas  facultativas”,  capaces  de  sobrevivir  a  expensas  de  su metabolismo  heterótrofo  en  medios  ricos  en  carbono  orgánico  donde  la  actividad fotosintética no ofrece alguna ventaja adicional6,27. No obstante, los últimos estudios que evaluaron el efecto de la disponibilidad de carbono en algunas AAP del grupo de las  gamaproteobacterias,  sugieren  que  la  capacidad  de  usar  la  luz  como  recurso energético  depende  principalmente  del  tipo  de  fuente  de  carbono  disponible.  Sustratos  con  alto  potencial  de  reducción  resultaron  inhibir  la  expresión  de pigmentos  fotosintéticos  debido  a  la  acumulación    intracelular  de  compuestos 
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reductores    como  el  NADH,  lo  cual  indica  que  la  regulación  de  la  producción  del pigmento puede estar controlada por el estado redox celular 28.   
2.3. Abundancia y distribución de las AAP 
 La  estimación  de  la  abundancia  de  grupos  bacterianos  heterótrofos  ha  sido  una herramienta útil para evaluar su contribución a la productividad bacteriana total de los sistemas naturales. Dado que las AAP hacen un aporte no sólo a la productividad bacteriana  heterótrofa  sino  también  a  la  fracción  fotosintética,  la  estimación  de  su abundancia relativa en diferentes sistemas, ha sido uno de los focos de  estudio desde su  descubrimiento6,15,29.  Con  el  propósito  de  dilucidar  su  contribución  al  ciclo  del carbono  en  el  océano,  Kolber  y  su  equipo  de  trabajo  obtuvieron    en  el  2001  la primera  estimación  de  la  abundancia  de  las  AAP  y  su  aporte  a  la  actividad fotosintética  global  en  la  región  Noreste  del  Océano  Pacífico.  Los  conteos  por Microscopía  de  Epifluorescencia  Infrarroja  (IREM)  de  Kolber  y  su  equipo,  y  la determinación de  la  concentración de Bchl a medida por Cromatografía Líquida de Alta  Resolución  y  Fluorometría  Infrarroja  de  Rápida  Repetición  (HPLC,  IRFRR),  revelaron que en ésta región las AAP constituían alrededor del 11% de la población bacteriana  total  y  aportaban  del  2  al  5%  a  la  actividad  fotosintética  global  en  el océano3.  Una  de  las  observaciones  más  controversiales  de  este  estudio,  fue  la estimación de valores abundancia relativas de AAP más altas en zonas oligotróficas.  Este  hallazgo  soportó  la  hipótesis  que  postula  la  ventaja  adaptativa  que  puede representar  la  actividad  fotoheterótrofa  en  sistemas  con  bajas  concentraciones  de materia  orgánica  disuelta3,6.  Un  año  después  Goericke,  implementa  una  nueva técnica; Cromatografía Líquida de Alta Resolución– Fase Reversa (rp‐HPLC), para  la estimación más objetiva de concentraciones de bacterioclorofila a en zonas óxicas de un  conjunto  heterogéneo  de  sistemas  del  Océano  Pacífico  Norte.  En  sus  ensayos Goericke encuentra valores notoriamente más bajos de  la relación Bchl a:Chla a  los reportados  por  Kolber  y  colaboradores,  no  superiores  al  1%,  que  sugerían    una participación menos significativa de las AAP a la actividad fotosintética global en esta zona 27.  Uno de los aportes más representativos en el estudio de la abundancia de las AAP, fue la  implementación de  la PCR  cuantitativa  (qPCR) para  la  estimación del  gen puf M, hecha  por  Shcwalbach  y  Fuhrman  en  el  2005  en  un  estudio  que  incluyó  sistemas marinos del  Sureste de California. Aunque  sus  resultados no mostraron diferencias en  el  rango  de  abundancias  relativas  de  las  AAP  con  respecto  a  las  previamente reportadas (entre el 2.5% y el 10% del total de la población bacteriana); este estudio contradijo  la  hipótesis  del  equipo  de  Kolber  y  evidenció  que  las  AAP  podrían constituir una mayor fracción en sistemas con concentración de carbono más altas10. En el 2007, Lami y colaboradores publican los resultados de un estudio desarrollado en  las  zonas más  oligotróficas  Océano  Pacífico  Sur,  en  el  cual  el  conteo  directo  de células  por microscopía  de  epifluorescencia  reveló  que  las AAP  constituían  el  24% del  baceterioplancton  en  estos  sistemas15.  Este  alto  porcentaje  deja  nuevamente  el interrogante  acerca  del  papel  que  juega  el  estado  trófico  de  los  sistemas  sobre  la abundancia de las AAP. 
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 Aunque  la  mayoría  de  estudios  las  ubican  en  sistemas  marinos,  estas  bacterias también han sido reportadas en agua dulce29; lo cual hace que este grupo  funcional se  considere  ubicuo  en  los  ecosistemas  acuáticos15,30.  En  la  Tabla  1  se  sintetizan algunos de los estudios desarrollados en todo el mundo, que han abordado el tema de la abundancia de este grupo funcional y las diferentes aproximaciones técnicas  para su  cuantificación.  Con  respecto  a  su  distribución  dentro  de  la  columna  de  agua,  la mayoría  de  estudios  son  consistentes  en  que  las  AAP  se  ubican  la  zona  fótica‐oxigenada3,6,10,31. En relación con la profundidad, se ha observado que su distribución vertical en la columna de agua presenta un patrón similar al de clorofila a6,15,30,32,15, sugiriendo  una  interacción  dinámica  entre  los  fotoheterótrofos,  fotótrofos  y heterótrofos.  
Tabla 1. Abundancia relativa de AAP en sistemas marinos y de agua dulce. Basada en la 
tabla de Yurkov y Csotonyi 2009. 
Publicación  Zona de Estudio  Abundancia relativa de AAP  (%) 
1Método de 
cuantificación 
33  Mar Mediterráneo  0.1 – 4  IRMF, KF, HPLC 9  Océano Ártico  5.8  IRMF, qPCR 
29  Lagos Europeos  0.77 – 21  IRMF, KF, HPLC 34  Mar Báltico  2‐11  IRMF 
35  Océanos Pacífico, Atlántico y Índico  1.08 1.57 3.79  TIREM 14  Estuario de  Delaware (E.U)  0.9‐ 34  IREM, qPCR 15  Océano Pacífico  0.1‐24.2  IREM 36  Estuario Yangtze  11.58  qPCR 31  Bahía del Atlántico Medio  0.8‐ 18  IREM 
37  Mar Báltico  3‐ 10  KF 10  Océano Pacífico Este  1.66  IREM 
10  Océano Pacífico Este  (Estados Unidos y Canadá)  1.17  qPCR 
10  Noroeste Atlántico Estuarios de la Costa Este de Estados Unidos  10.7 18.74  qPCR 10  Antártida  0.01‐0.06  qPCR 
10  Mar Caribe  0.12 ‐ 0.72  qPCR 
10  Pacífico Oeste (Singapore, Filipinas, Fiji)  0.3 , 0.71, 0.92  qPCR Abreviaturas  de Métodos:  HPLC,  Cromatografía  líquida  de  alta  resolución;  IREM, Microscopia  de  Fluorescencia  Infrarroja;  IFRR,  Fluorometría Infrarroja  de  Rápida  Repetición;  KF,  Fluorometría  Cinética;  qPCR,  Reacción  en  Cadena  de  la  Polimerasa  Cuantitativa;  TIREM,  Microscopía  de Epifluorescencia Infrarroja Tiempo ‐ Dependiente 
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2.4. Metodologías de cuantificación de las AAP  La  polémica  que  se  ha  originado  entorno  a  la  abundancia  de  AAP  en  sistemas  con diferentes  condiciones  tróficas,  encierra  una  limitación  relacionada  con  el  uso  de diferentes  técnicas cuyos resultados no son estrictamente comparables. En general, las  técnicas  de  detección  y  cuantificación  de  las  AAP  pueden  agruparse  en  dos categorías: Las metodologías basadas en la cuantificación del pigmento fotosintético (Bchl a) y las técnicas moleculares que permiten detectar la presencia y cuantificar  la abundancia de este grupo funcional  a partir del análisis de los genes puf LM. Dentro del  primer  grupo  se  encuentran  el  conteo  directo  de  células  por  Microscopía  de fluorescencia infrarroja y la determinación de la concentración de bacterioclorofila a por  Fluorometría  Infrarroja  de  Rápida  Repetición,  Cromatografía  Líquida  de  Alta  Resolución  y  Fluorometría  Cinética6,10,14,15,29,31.  En  el  segundo  grupo  de  técnicas  están la PCR Cuantitativa 10,14,36 y el análisis Metagenómico del gen puf22,30,38. Aunque la región cromosomal puf LM es relativamente conservada y está presente en todos los  fotoheterótrofos,  la  principal  limitación  de  las  técnicas  moleculares  está relacionada con el porcentaje de cobertura y especificidad de  los cebadores usados sobre  el  rango  de  diversidad  de  AAP  que  podrían  encontrarse  en  una  muestra ambiental.  
2.4.1. PCR Cuantitativa (qPCR) : Principio,  Aplicación y Limitaciones 
 La PCR cuantitativa es una reacción de amplificación similar a la PCR tradicional que ofrece la ventaja de registrar el número de copias de la secuencia target obtenidas al final de cada ciclo de denaturación, anillaje y extensión. El incremento en el número de copias es detectado en “tiempo real” a través de una señal fluorescente que indica la  acumulación  del  amplicones  durante  cada  ciclo.  Los  reporteros  comunmente usados  son  el  sistema de  la  sonda TaqMan y  el  ensayo  con  fluoróforo  intercalante,  SYBR Green. En el primero, el cebador está marcado con un reportero en su extremo 5’  y  contiene  una  molécula  desactivadora  de  fluorescencia  en  el  extremo  3’39,40  . Durante la fase de annealing los cebadores y la sonda se anillan en regiones diferentes de  la  secuencia  target. Dada  la  proximidad  entre  el  fluoróforo  y  el  desactivador de fluorescencia en la sonda, le señal de fluorescencia permanece inactiva hasta la que la polimerización  del  cebador  llega  al  extremo  5’  de  la  sonda  y  por  la  actividad  5’‐ Exonucleasa de la Taq polimerasa, el fluoróforo es clivado y la señal de fluorescencia es emitida y detectada39. La aproximación del Syber Green está basada en  la acción intercalante del fluoróforo al DNA de doble cadena. La señal fluorescente es emitida cuando  este  reportero  se  une  a  los  amplicones  resultantes  de  cada  ciclo  de amplificación  y  por  lo  tanto  hay  una  permanente  acumulación  de  fluorescencia  a partir de la cual es posible determinar el número de copias  inicial de la secuencia de interés  en  la  muestra  39.  La  representación  gráfica  de  la  amplificación  revela  una curva sigmoidal que puede ser dividida en cuatro fases (Figura 3a): 1. Fase de ruido, en la cual la reacción  de amplificación es inestable y el nivel de fluorescencia no da información  sobre  el  número  de  copias  de  la  secuencia  target  en  la  muestra;  2. Amplificación exponencial, donde la cantidad del target amplificado es proporcional a 
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la cantidad de secuencia  target  en  la muestra original; 3. Amplificación  lineal, en  la cual  hay  una  relación  1:1  entre  el  número  de  amplicones  producto  de  la  fase exponencial    y  los  que  se  generarían    en  esta  etapa  de  la  reacción  y  4.  Fase  de estabilización,  en  la  cual  la  reacción  alcanza  un  nivel  de  “saturación”  y  no  hay incremento en el número de copias generadas39. El número de genes es cuantificado durante  los  ciclos  de  la  fase  exponencial,  usando  el método  del  Cq  (Quantification Cycle). El Cq corresponde al numero de ciclos de amplificación en el cual el valor de fluorescencia supera el valor de fluorescencia de la fase de ruido39,41. Éste número de ciclos  es  transformado  en  número  de  copias  a  partir  de  una  Curva  Estándar  previamente  construida  con  el  valor  de  Cq  en  función  del  logartitmo  del  número inicial del gen target en diferentes soluciones estándares 39 (Figura 3b). Posterior a la curva  de  amplificación,  la  PCR  cuantitativa  ofrece  la  posibilidad  de  analizar  los patrones  de disociación de los amplicones. Este análisis consiste en la generación de una curva de melting o disociación, en la cual los productos de PCR son denaturados por  un  incremento  gradual  en  la  temperatura  y  por  lo  tanto  una  disminución progresiva de la señal de fluorescencia emitida por el Syber. La temperatura a la cual se disocia el 50% de  la doble cadena es un parámetro que da  información sobre  la variedad de productos de amplificación obtenidos durante la reacción 39,41,42.  El  uso  de  la  PCR  cuantitativa  en  ecología  microbiana  ha  permitido  relacionar  la abundancia de ciertos genes con los procesos de transformación bacteriana y con las tasas a las que estos procesos ocurren en diferentes matrices ambientales39,40. Dado que  un  extracto  de  DNA  ambiental  puede  involucrar  millones  de  secuencias diferentes; y que el nivel de  fluorescencia emitida por  los reporteros depende de  la cantidad  de  amplicones  generados  durante  la  reacción,  la  objetividad  de  las cuantificaciones  estará  limitada  por  la  especificidad  de  los  cebadores  y  la  sonda utilizados39,41,42. Adicionalmente, las muestras ambientales contienen por defecto una variedad  de  compuestos  químicos  que  podrían  comprometer  la  eficiencia  de  las amplificaciones y dar lugar a subestimaciones del gen target 39,41. 
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Figura 3 Representación gráfica de la reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa. 
a) Fases de  la amplificación; b)Curva estándar   construida a partir de regresión  lineal 
simple  de  los  valores  de  Cq  y  el  número  de  copias  en  estándares  de  concentración 
conocida. Tomado de Smith y Osborn 2009 Schwalbach y Fuhrman desarrollaron en el 2005 un protocolo de qPCR para estimar la abundancia de las AAP usando como gen target una porción de aproximadamente 140 pb de la región puf M de las AAP 10. Desde entonces, el uso de la técnica ha sido reportado en algunos estudios de abundancia y distribución de este grupo funcional y aunque  todos  coinciden  en  la  cuantificación  de  la  región  puf  M,  el  protocolo  de amplificación  varía  de  acuerdo  con  la  procedencia  de  la  muestra,  el  método  de extracción de DNA y los reactivos de PCR usados14,35,36 .  
2.4.2. Microscopia de Fluorescencia Infrarroja: Determinación de la abundancia 
total bacteriana  y  cuantificación de la población de AAP   La  cuantificación  de  células  por  microscopía  de  fluorescencia  está  basada  en  el mecanismo químico que envuelve  la  emisión y detección de una  señal  fluorescente  de  una  molécula,  cuando  ésta  absorbe  un  fotón  con  una  determinada  longitud  de onda.  La  absorción  del  fotón  deja  la  molécula  en  un  estado  excitado  inestable.  La emisión de  la  fluorescencia  se produce  cuando  la  energía absorbida es emitida  con una  longitud de onda mayor  y  la molécula  retorna  a  su  estado  energético basal.  El microscopio  proporciona  un  rango  de  longitudes  de  onda  a  través  de  filtros  de exitación que permiten el paso de luz, proveniente de una lámpara de mercurio, y que inducen la fluorescencia de  las moléculas excitadas  en la muestra43.  La determinación de la abundancia total bacteriana por microscopía de fluorescencia involucra  el  uso  de  fluoróforos  que  tiñen  las  células  y  emiten  fluorescencia    a longitudes  de  onda  entre  300  y  500  nm.  Estos  compuestos  permiten  distinguir  la forma  y  el  tamaño  de  las  células,  sin  embargo,  no  dan  información  del  estado fisiológico  bacteriano  al  momento  de  la  tinción.  Entre  los  más  conocidos  se 
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encuentran  el  naranja  de  acridina  (AO‐  Acridine  Orange,  Cloruro  3,6‐bis–dimethilaminoacridinio) y el DAPI (4',6‐diamidino‐2‐fenilindol). El primero se enlaza tanto  a  DNA  como  RNA,  presenta  un  máximo  de  excitación  a  470nm  y  permite distinguir  la  fluorescencia emitida por ácidos nucléicos de cadena sencilla y cadena doble  con  señales  fluorescentes  naranja  y  verde  intenso  respectivamente.  El  DAPI, cuyo uso ha sido más reportado recientemente, es DNA específico y emite señal de fluorescencia  azul  a  una  longitud  de  onda  entre  390  nm  y  365  nm  cuando  se encuentra enlazado al ácido nucleico 44.  El  sistema  fotosintético  de  las  AAP  está  conformado  por  centros  de  reacción  de bacterioclorofila  que  absorben  la  energía  de  longitudes  de  onda  por  encima de  los 700  nm  (Espectro  infrarrojo,  IR),  por  lo  tanto,  su  identificación  y  cuantificación  al microscopio  está  basada  en  la  fluorescencia  de  este  pigmento20.  La  muestra  es expuesta entonces a cuatro filtros con diferentes longitudes de onda de excitación y emisión:  1.  Excitación  360  ±  40  nm;  emisión  460±50nm,  (para  la  estimación  de  la abundancia  total  bacteriana  con  DAPI);  2.  Infrarrojo,  excitación  390  ±  100  nm; emisión ≥ 750 nm (para la detección de células con fluorescencia emitida por Bchl); 3. Excitación 480 ± 30 nm; emisión 660±50nm (detección de fluorescencia por Chl a) y 4. Excitación 545 ± 30 nm; emisión 610± 75 nm (detección de fluorescencia de PE). Finalmente,  las  células AAP  se  cuantifican mediante un  sistema de  superposición  y análisis  de  imágenes  en  el  cual  es  posible  diferenciar  la  células  que  coinciden  con señales  de  fluorescencia  con  DAPI  y  en  el  espectro  Infrarrojo,  de  aquellas  que presentan fluorescencia correspondiente a Clorofila a (Chl a) y/o Ficoeritrina (PE)31. 
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3.  Validación  de  la  PCR  cuantitativa  para  la 
estimación de  la  abundancia  de  bacterias AAP 
en lagos. 
 La  PCR  cuantitativa  como  la  mayoría  de  técnicas  moleculares  usadas  en  Ecología Microbiana  ha  facilitado  la  evaluación  de  la  actividad  bacteriana  en  diferentes ambientes (RT‐qPCR), pero además ha permitido relacionar la abundancia relativa de genes presentes en grupos particulares de bacterias con el funcionamiento global de un sistema39. En este estudio, la qPCR fue usada para cuantificar el gen puf M de las AAP de diferentes lagos como parte de un análisis de su actividad fotoheterótrofa. No obstante antes de aplicar la qPCR para la cuantificación del gen, fue desarrollado un proceso  de  calibración  de  la  técnica  sin  el  cual  no  hubiera  sido  posible  estimar  la abundancia del gen en las muestras.  En este sentido, la estrategia para validar la qPCR como técnica de cuantificación de AAPs, comenzó con la selección de un par de cebadores adecuados que abarcaran la mayor cantidad de secuencias del puf M y que resultaran específicos para las AAP y no otro tipo de secuencias presentes en la muestra. Posteriormente, se llevó a cabo la optimización de  la reacción de qPCR para los primers seleccionados, esto es, teniendo en  cuenta  las  características  de  los  reactivos  usados  (por  ejemplo,  velocidad  de polimerización de  la enzima),  las propiedades  fisicoquímicas de  los cebadores y  las condiciones de amplificación con las que estos fueron usados en estudios previos, se desarrollaron  un  par  de  ensayos  que  permitieron  definir  el  ciclo  de  PCR  y  las concentraciones  óptimas  para  las  cuantificaciones.  Con  las  condiciones  de  corrida  puestas  a  punto  y  la  concentración de  cebadores  seleccionada,  el  tercer  paso  en  el proceso  de  validación  fue  la  construcción  de  una  curva  estándar  que  incluyera  un rango de número de copias del gen puf M que podrían encontrarse en la variedad de muestras, permitiera calcular la eficiencia de las reacciones a partir de la pendiente. Finalmente y  considerando que  las muestras ambientales pueden contener agentes que  inhiben  la  reacción de PCR y por  lo mismo disminuyen  su  eficiencia,  el  último paso de validación consistió en una serie de ensayos para evidenciar y sobrellevar el problema de inhibición y de esta manera obtener cuantificaciones con eficiencias de reacción por encima del 90%3941. A continuación se describen con detalle cada uno de los ensayos desarrollados y los resultados obtenidos en los pasos mencionados anteriormente   
 
3.1.  Generación  de  una  librería  genómica  y  construcción  de  una 
base de datos de secuencias del gen puf LM de AAP de lagos. 
 A partir de productos de amplificación del gen puf LM de muestras provenientes de dos lagos, fueron construidas dos librerías genómicas para la obtención de una base 
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de datos de secuencias del gen y el posterior análisis  de las mismas para la selección de  cebadores.  Las  librerías  fueron  obtenidas  usando  el  kit  de  clonación  TOPO  TA‐Cloning®  (Invitrogen).  El  DNA  plasmídico  fue  extraído  con  el  kit  PureLink™ Quick Plasmid  Miniprep  Kit  y  el  producto  de  extracción  fue  enviado  a  secuenciar  a  la empresa  Génome  Québec  (Montreal,  Canadá),  con  los  cebadores  puf  LM45  y pufM750R46.  Se obtuvieron 96  secuencias de un  tamaño promedio de 1500 pb que fueron alineadas y analizadas con 97 secuencias adicionales de puf M de AAP de agua dulce compartidas por el grupo School of Marine Science and Policy (Kirchman lab.) de la Universidad de Delaware, Lewes (Estados Unidos). 
 
3.2. Selección de “primers”  Teniendo  en  cuenta  que  este  estudio  está  basado  en  la  cuantificación  de  AAP  por qPCR  en muestras  que  provienen  de  lagos  con  diferentes  estados  trófico  y  que  la mayoría de primers reportados para  la amplificación y  cuantificación del  gen puf M provienen de estudios en sistemas marinos, la selección de los  cebadores que fueron utilizados  en  las  cuantificaciones  partió  de  la  evaluación  de  los  previamente reportados (Tabla 2). El análisis de los primers se llevó  a cabo bajo los criterios de especificidad,  porcentaje  de  cobertura  y  mínima  probabilidad  de  formación  de  heterodímeros y homodímeros en el extremo 3’. Un criterio adicional que se tuvo en cuenta a la hora de seleccionar los primers, fue el tamaño del fragmento amplificado, ya  que  amplificaciones  de  fragmentos  por  encima  de  300  pb,  pueden  disminuir  la eficiencia de reacción.  
Tabla 2 Listado de los “primers” evaluados para la cuantificación  de AAPs 
Nombre del 
Primer  Secuencia 
Versión usada  para análisis de 
especificidad y cobertura 
Referencias 
relacionadas 
puf M 557 F 
(Forward)  5’‐ CGCACCTGGACTGGAC – 3’  No aplica  14,17,46 
puf M uni F 
(Forward)  5’‐GGNAAYYTNTWYTAYAAYCCNTTYCA– 3’  5’‐GGNAACCTNTTTTACAACCCNTTCCA – 3’  47 
puf M  F 
(Forward)  5’‐TACGGSAACCTGTWCTAC– 3’  5’‐TACGGCAACCTGTTCTAC – 3’  10,22 
puf M 750 R 
(Reverse)  5’‐CCATSGTCCAGCGCCAGAA – 3’  5’‐CCATGGTCCAGCGCCAGAA – 3’  10,17,46 . 
puf M uni R 
(Reverse)  5’‐YCCATNGTCCANCKCCARAA– 3’  5’‐TCCATCGTCCAGCGCCAGAA – 3’  47 
puf M  WAW 
(Reverse)  5’‐AYNGCRAACCACCANGCCCA – 3’  5’‐ACAGCAAACCACCACGCCCA – 3’   14,47  
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3.2.1. Especificidad:   Cada “primer” (Tabla 2) fue sometido contra la base de datos de nucleótidos del NCBI (National  Center  for  Biotechnology  Information)  usando  la  herramienta  Blastn.  De cien  alineamientos  arrojados  por  el  Blast,  se  calculó  el  porcentaje  de  secuencias relacionadas  con  el  gen puf M.  Para  todos  los primers  a  excepción del  puf M WAW reverse,  el  100%  de  las  secuencias  estuvieron  relacionadas  con  el  gen.  Para  este último, 67% de los alineamientos coincidieron con la región blanco, el 33% restante   estuvo  asociado  con  genes  que  codifican  para  diferentes  proteínas  en  organismos como  Aspergillus  oryzae,  Aspergillus  flavus,  Agrobacterium  radiobacter, 
Mycobacterium smegmatis, entre otros. (Figura 4 ).                
 
 
          
Figura 4. Porcentaje de especificidad de los primers evaluados para la amplificación de 
la región puf M, con respecto a 100 secuencias de la base de nucleótidos del NCBI 
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3.2.2. Cobertura.  Para  el  análisis  de  cobertura  cada  primer  fue  buscado  y  ubicado  dentro  del alineamiento  de  las  193  secuencias  del  gen  puf M  de  AAP  usando  la  herramienta 
“Match probes”  del  programa ARB  y  posteriormente  fue  calculado  el  porcentaje  de secuencias  en  las  que  cada  primer  lograría  anillar  permitiendo  hasta  cinco 
“mismatchs” (porcentaje de éxito) (Tabla 3).  
Tabla 3. Porcentaje de cobertura de  los primers en un alineamiento de 193 secuencias 
del gen puf M de AAP 
Nombre del 
primer 
Cero 
“mismastch” 
Un 
“mismastch” 
Dos 
“mismastchs” 
Tres  
“mismastchs” 
Cuatro 
“mismastchs” 
Cinco 
“mismastchs”  Posición 
puf M 
forward  7.3%  35.2%  53.9%  58%  77.2%  80.8%  1440 
puf M uni F  0%  0%  0%  26.4%  57.5%  84.5%  1443 
puf M  557 F  4.1%  16.6%  41.5%  66.8%  100%  100%  1405 
puf M 750 R  10.4%  23.8%  30%  33.7%  37.8%  47.2%  1615 
puf M  uni R  0%  23.3%  33.2%  34.7%  37.8%  48.1%  1616 
puf M WAW 
reverse  0%  43.3%  64.5%  68.8%  68.8%  100%  1667 
 
3.2.3.  Propiedades fisicoquímicas de los primers.  Las  propiedades  fisicoquímicas  de  los  oligonucleótidos  definen  en  gran  medida  el alcance de las cuantificaciones hechas por qPCR. Un adecuado porcentaje de guanina‐citosina  por  ejemplo,  permite  asegurar  mayor  estabilidad  en  el  enlace  entre  la secuencia diana y el primer. Asimismo, el  tamaño de los cebadores está relacionado con su especificidad  y la eficiencia de la reacción. Oligos con secuencias muy cortas (menos de 18 nucleótidos) pueden resultar inespecíficos y anillar de forma aleatoria en  diferentes  partes  del  DNA;  y  cebadores  muy  largos  (con  mas  de  24 nucleótidos)podrían hibridar de forma ineficiente a la secuencia blanco y por lo tanto las cuantificaciones podrían subestimarse42. La  temperatura de melting  al  igual que los anteriores, es un parámetro que  influye en  la eficiencia de reacción y sirve para definir la temperatura de hibridación (temperatura annealing) en el ciclo de PCR. En general,  la  temperatura de annealing corresponde a un valor que está de 5°C a 8°C por debajo de la temperatura de melting; por lo tanto es recomendable que el par de cebadores usados en la reacción tengan temperaturas de disociación similares ya que si  uno  de  los  dos  oligonucleótidos  tiene  una  temperatura  de  melting  mas  alta hibridará  pobremente  en  la  reacción  si  está  fue  definida  con  una  temperatura  de 
annealing baja.  Entre de las características fisicoquímicas de los cebadores, la complementariedad de las secuencias de los oligonucleótidos es un criterio que podría afectar la exactitud de 
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las  cuantificaciones  y  está  relacionada  con  la  formación  de  homodímeros  y heterodímeros de primers. Dado que  la aplicación de qPCR usando  la aproximación de Syber Green está basada en la detección de DNA de doble cadena por el fluoróforo, seguida  de  la  emisión  de  una  señal  fluorescente  que  es  proporcional  a  la concentración de DNA detectada; y que el Syber resulta bastante sensible en la etapa de detección, una señal puede ser emitida con secuencias de doble cadena tan cortas como dímeros de primers, lo cual generaría sobrestimaciones en la cuantificación del gen target. Esta  formación de dímeros tiene mayor repercusión cuando se presenta en  las bases de  los extremos 3’, ya que proporcionan un molde para  la acción de  la polimerasa y por ende se genera una doble cadena que es detectada y cuantificada en la reacción39. El  análisis  de  las  características  fisicoquímicas  de  los  primers  fue  desarrollado  usando el programa “Oligo Versión 7.57 (DEMO)”  (Tabla 4). La Tabla 5 resume las diferencias entre las temperaturas de melting   y el tamaño de los productos de PCR  esperados después de usar  las posibles parejas de cebadores que podrían  formarse  para la amplificación de una porción del gen puf M. Adicionalmente, usando el mismo programa  se  desarrolló  un  análisis  de  complementariedad  en  el  que  se  obtuvo  de forma gráfica los posibles homodímeros y heterodímeros que podrían tener lugar en una  reacción  de  PCR  usando  alguna  pareja  de  cebadores,  teniendo  en  cuenta    la complementariedad en tres o más pares de bases de al menos uno de los extremos 3’ (Anexo 1).  
Tabla 4 Propiedades fisicoquímicas de los primers evaluados  para la amplificación del 
gen puf M de AAP 
Primer  Longitud (número de nucleótidos) 
Contenido de GC 
(%) 
Temperatura de 
melting (°C)* 
puf M 557 F  16  68.8  65.4 
puf M uni F  26  38.5  68.1 
puf M  Forward  18  50  62.4 
puf M 750 R  19  63.2  71.4 
puf M uni R  20  42.9  61.3 
puf M  WAW  20  60  74.1  *Temperatura de melting calculada por el método “nearest neighbor”  para una concentración de oligos de 100nM en una concentración 1M de sal monovalente. 
 
 
 
 
 Tabla  5.  Diferencias  entre  las  temperaturas  de  melting  y  tamaños  esperados  de  los  
productos    de  amplificación usando  las  posibles  parejas  de  primers  forward  y  reverse 
para la amplificación del puf M  de AAP.  
 
3.3. Optimización de la reacción de PCR  Como  todas  las  reacciones  biológicas,  las  reacciones  de  amplificación  están condicionadas  por  una  combinación  de  factores  químicos  y  termodinámicos  que definen que tan favorecida o desfavorecida puede ser una reacción. Un ejemplo claro en  la  PCR,  es  la  relación  entre  la  concentración  de  reactivos  (primers,  cloruro  de magnesio, dNTPs, la enzima TAQ polimerasa y el DNA template) la cual determina el número de copias de la secuencia diana obtenidas al final de la corrida y la  formación de  subproductos  no  deseados  que  disminuyen  la  eficiencia  de  la  amplificación. Asimismo, las temperaturas seleccionadas en el ciclo de amplificación proporcionan las condiciones necesarias para que en cada etapa del mismo  la interacción entre los reactivos sea estable y se de lugar a la formación de los productos esperados. Por lo tanto,  ésta  fase  de  la  validación  de  los  ensayos  de  qPCR  estuvo  direccionada  a encontrar la mejor combinación de estos factores, es decir, determinar la relación  de concentración de reactivos, específicamente primers y ciclo de PCR que permitieran amplificar el mayor número de copias de la región puf M de las AAP presentes en las muestras, evitando la formación de productos inespecíficos que generaran ruido en la cuantificación41. Con  este  propósito  fueron  desarrollados  dos  ensayos:  El  primero  consistió  en  un  gradiente de temperaturas de anealing en un rango de 50°C a 58°C en el ciclo de PCR; el  cual  se  aplicó  para  dos  combinaciones  de primers   puf M  forward  ‐  puf M WAW Reverse y puf M  557 Forward‐ puf M WAW Reverse, incluyendo en cada corrida tres tipos  de  muestras:  un  control  positivo  (Erytrobacter  litoralis),  un  control  negativo (agua)  y  un  control  no  target–  NTC‐  (Escherichia  coli),  (15  ng  de  DNA/reacción) (Figura 5 ). El  segundo  ensayo  consistió  en  poner  a  prueba  diferentes  combinaciones  de concentraciones de primers en un rango de 50uM a 300 uM, para la amplificación del 
puf M en el control positivo y el control  negativo (Tabla 6). Al final de éste ensayo se seleccionó la combinación con la cual se obtuvo un menor valor de Cq para el control 
 
 
ΔTm(°C) 
 
 
Producto 
de PCR 
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ΔTm(°C) 
Producto 
de PCR 
(pb) 
 
ΔTm(°C) 
 
Producto 
de PCR 
(pb) 
puf M 557 F  puf M uni F  puf M  Forward 
puf M 750 R  6  176  3.3  128  9  139 
puf M uni R  4.1  175  6.8  127  1.1  138 
puf M  WAW  8.7  226  6  178  12  189 
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positivo al mismo tiempo que no se observaran picos de disociación asociados con la formación de dímeros tanto en el control positivo como en el negativo.   
Tabla  6  Valores  de  Cq  obtenidos  después  de  la  amplificación  del  puf M  con  diferentes 
concentraciones de primers puf M Forward y puf M WAW Reverse 
  
3.4. Inhibición de la reacción de PCR  Una  de  las  limitaciones  más  comunes  de  la  aplicación  de  la  qPCR  en  muestras ambientales,  es  la  incertidumbre  acerca  de  posibles  subestimaciones  en  la cuantificación  de  la  secuencia  diana,  ya  que  ésta  se  encuentra  en  la muestra  como  parte  de  una  matriz  compleja  compuesta  tanto  de  ácidos  nucleicos  como  detritos celulares  y  residuos  orgánicos  e  inorgánicos  provenientes  del  sistema.  Estas sustancias  pueden  interferir  con  la  actividad  o  disponibilidad  de  algunos componentes de la reacción de PCR, disminuyendo su capacidad de amplificación y  la sensibilidad  del  ensayo.  Determinar  si  hay  o  no  algún  tipo  de  inhibición  permite explicar bajos porcentajes de  eficiencia en las reacciones de cuantificación y aplicar alternativas que disminuyan el efecto la misma41,48. 
 
 
 
Concentración del Forward 
50 uM  100 uM  200 uM  300uM 
E. litoralis  Agua  E. litoralis  Agua  E. litoralis  Agua  E. litoralis  Agua 
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50 uM  0  0  33.66  0  28.60  0  28.32  0 
100 uM  34.79  0  24.47  0  23.3  38.62  20.99  36.27 
200 uM  29.7  0  23.45  34.32  20.18  35.23  18.18  33.1 
300 uM  24.03  0  22.08  36.59  29.15  28.97  17.55  28.97 
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Figura  5.  Curvas  de  amplificación  y  disociación  de  un  ensayo  Gradiente‐PCR  para  la 
amplificación del gen puf M de AAP usando dos parejas de primers forward y reverse. a y 
b  Curvas  de  amplificación  y  disociación  del  gradiente  con  los  primers  puf    M  557 
Forward y WAW Reverse Previos  a  las  cuantificaciones  de  AAP,  fueron  desarrollados  dos  ensayos  que permitieron determinar  el grado de inhibición de las reacciones de PCR. En estos se evaluó el efecto de los productos de extracción sobre la amplificación de un control positivo.  El  control  positivo  consistió  en un producto  comercial  llamado  “Universal DNA spike”, el cual contiene una secuencia sintética   que no está presente en algún organismo  vivo  conocido.  Los  ensayos  estuvieron  basados  en  la  amplificación    del “Universal  DNA  spike”  mezclado  con  los    productos  de  extracción  de  DNA  de  las muestras  experimentales  en  una  proporción  2:3  vol:vol,  respectivamente.  Cada ensayo  incluyó  además  la  amplificación  de  una  muestra  control,  la  cual,  estuvo conformada  por  3uL  de  agua  nanopura  autoclavada  y  filtrada  a  través  de    una membrana  con  diámetro  de  poro  de  0.22um  y  2uL    del  “Universal  DNA  spike”.  El porcentaje  de inhibición  de las muestras fue calculado a partir de la relación entre los  valores de Cq de  las  reacciones que  contenían  la   muestra  experimental más  el 
Control Positivo: Erytrobacter litoralis. NTC: E. coli Control Negativo: Agua  
a) b) 
d) c) 
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spike y la muestra control (Figura 6). Las pruebas  de inhibición se llevaron a cabo en ensayos   que incluyeron diferentes tipos de muestras (Tabla 7) como se describe a continuación.   
Ensayo de inhibición  1: Se evaluaron cada una de las diluciones de DNA de Erytrobacter litoralis con las que fue construída la curva estándar para la cuantificación de AAP. En total  se  evaluaron 7 diluciones en un rango de concentraciones de DNA  de 4.5  a  3.7 x10‐4 ng/ul.   
Ensayo de inhibición  2: En  este  ensayo  se  evaluó  el  grado  de  inhibición  que  podrían  presentar  las amplificaciones de las muestras correspondientes a los lagos, partiendo de diferentes concentraciones de DNA. Para esto, los productos de extracción fueron mezclados de acuerdo a una agrupación de   seis categorías (Tabla 7) y diluidos de forma seriada  hasta obtener concentraciones de DNA en   un rango de 1.00 x10‐2 a 6.5 ng/ul (3.00 x10‐2 a 19.5 ng por reacción).   
Tabla  7  Agrupaciones  de  DNA  que  fueron  evaluadas  en  los  ensayos  de  inhibición  en 
diferentes concentraciones 
Categoría  Descripción  Lagos 
1  DNA de lagos con las concentraciones altas de DOC y bajas de fósforo.   Coulombe, Aylmer. 
2  DNA de lagos con  concentraciones de DOC  intermedias y bajas de fósforo.  Lovering, Stukely, Magog, Montjoie. 
3  DNA de lagos con las concentraciones bajas de DOC y  de fósforo.  Nicolet, Bowker 
4  DNA de lagos concentraciones de DOC  intermedias y altas  de fósforo.  Tomcod, Waterloo 
5  DNA de lago de referencia. Serie anual  Croche 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6 Porcentaje de inhibición de acuerdo a la masa de DNA por reacción 
 
3.5. Curvas de calibración para la cuantificación del  gen puf M.  En  qPCR  las  curvas  de  calibración  cumplen  con  dos  funciones  igualmente importantes. Dado que están construidas a partir de concentraciones conocidas del gen  target,  permiten  calcular  el  número  de  copias  de  dicho  gen  contenido  en  una muestra,  lo  cual  es  el  principal  propósito  de  las  reacciones  de  amplificación  y cuantificación.  No  obstante,  la  linealidad  y  coherencia  de  la  curva  de  calibración, también  llamada  curva  estándar,  son  parámetros  que  definen  la  eficiencia  de  las reacciones  de  amplificación  y  por  lo  mismo  dan  una  idea  de  la  viabilidad  de  las cuantificaciones.  La  eficiencia  de  una  reacción  de  qPCR  esta  dada  por  10‐1/  m  ‐1, donde  m  es  la  pendiente  que  resulta  de  graficar  el  valor  de  Cq  (como  variable dependiente, eje y) versus el logaritmo de la concentración inicial del template (como variable independiente, eje x). El valor de eficiencia máxima (1) indica una reacción en la cual  la   cantidad del producto se duplicó en cada ciclo,  lo cual    la convierte en una reacción 100% eficiente 41,48. Las curvas de calibración para la cuantificación del puf M de las AAP y evaluación de las  reacciones  de  amplificación  fueron  construidas  teniendo  en  cuenta  la  masa  de DNA de Erytrobacter sp /cel y la concentración de DNA de cada estándar. A  partir  del  producto  de  extracción  de  DNA  de  un  cultivo  líquido  de  Erytrobacter 
litoralis  ATCC 700002  (230.85  ng/uL),  se  prepararon  siete  soluciones  estándar obtenidas  como producto de diluciones  seriadas 1:5,  con  las  cuales  se  construyó  la curva  de  calibración  y  fue    cuantificado  el  número  de  copias  de  puf  M  en  cada reacción de qPCR. Por otra parte, el tamaño del genoma de Erytrobacter litoralis fue 
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tomado  en  cuenta  para  restablecer  el  valor  de  la  concentración  de  DNA  de  los estándares  a  un  valor  de  número  de  copias  del  gen49.  El  tamaño  del  genoma  de  
Erytrobacter  sp. es  equivalente  a  3’052.398  pb50,  lo  cual  equivale  a  3.30  x  10‐6    ng DNA/cel. Así, aplicando la ecuación que se presenta a continuación y asumiendo una copia del gen puf M por célula, se obtuvieron los valores de copias de puf M de cada estándar que se presentan en la Tabla 8.  Numero de copias de puf M =    Masa de DNA del estándar en la reacción (ng)                                                                        Masa de DNA/ célula (ng/cel)   
Tabla 8 Concentraciones de DNA de    Erytrobacter  litoralis usadas  como estándares  en 
las cuantificaciones del puf M de AAP.  
Estándar  Concentración 
(ng/uL) 
Masa de DNA 
(ng) / rxn 
Número de 
copias puf M 
1  4.5  13.5  4 x 106 
2  9.00 x 10‐1  2.7  8 x 105 
3  1.80 x 10‐1  5.40 x 10‐1  1.6 x 105 
4  3.60 x 10‐2  1.08 x 10‐1  3.2 x 104 
5  7.20 x 10‐3  2.16 x 10‐2  6.4 x 104 
6  1.44 x 10‐3  4.32 x 10‐3  1.28 x 103 
7  2.88 x 10‐4  8.64 x 10‐4  2.56 x 102  
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  Para  evaluar  la  linealidad  de  la  curva,  que  desarrollado  un  ensayo  en  el  que  cada estándar  fue  corrido por  triplicado en una  reacción de qPCR, y a partir de  la  curva fueron calculados los parámetros de linealidad (R2) y Eficiencia (%E) (Figura 7 ).                
 
Figura 7 Curva de calibración construida a partir de los valores de Cq y el logaritmo del 
número de copias iniciales  del  puf M en cada estándar de DNA de Erytrobacter litoralis 
ATCC 700002. R2= 0,975 %E=98,2 
 
3.5.  Selección  de  las  condiciones  de  amplificación  y  cuantificación 
de AAP por qPCR  Desde  que  Schwalbach  y  Fuhrman  aplicaron  la  PCR  cuantitativa  para  estimar  la variación  de  la  abundancia  de  las  AAP  en  diferentes  sistemas  marinos,  grupos  de ecólogos  microbianos  en  todo  el  mundo  han  tratado  de  utilizar  la  técnica  con  el propósito de obtener cuantificaciones  lo más confiables posible del gen puf M como indicador  de  la  presencia  de  bacterias  fotótrofas  aerobias  anoxigénicas  (AAP)  en sistemas  acuáticos10,14,17.  Este  hecho  ha    sido  reflejado  en  la  cantidad  de  estudios publicados durante los últimos años, en los cuales la qPCR aparece como una solución práctica al conflicto que representa estimar de forma indirecta la abundancia de este grupo  funcional;  esto  es,  tomando  como  base  la  concentración  de  Bchl  a  en  la muestras 17. Por otro lado, dichos estudios evidencian la gran diversidad  en términos de  familias,  géneros   y especies de bacterias que pueden  llevar a  cabo  la    actividad fotoheterótrofa22,38,51;  lo  cual  implica  variabilidad  genética  y  por  consiguiente pequeñas  variaciones  en  la  secuencia  y  tamaño  del  gen  puf  M;  que  afecta directamente la viabilidad de la aplicación de la PCR cuantitativa para determinar su abundancia.  Con  el  propósito  de  sobrellevar  las  limitaciones  de  cobertura  relacionadas  con  la  variación  del  gen  dentro  el  grupo  funcional,  Yutin  y colaboradores presentaron en el 2005 una opción alternativa  que permitiría acceder 
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a nuevas variantes de AAP que hasta el momento no habrían sido estudiadas47. Ésta opción  consistió  en  el  diseño  de  nuevos  primers    basados  en  la  secuencia  de aminoácidos  de proteínas Puf M, que al incluir degeneraciones aumentan el alcance de los análisis de diversidad de las AAP.  Teniendo  este  punto  de  referencia  y  considerando  que  los  análisis  de  cobertura  y especificidad  presentados  previamente,  sostienen  lo  publicado  por  Yutin;  los primeros ensayos de amplificación de  este estudio fueron desarrollados usando los 
primers puf uni F y puf  uni R con productos de extracción de DNA de un cultivo puro de Erytrobacter ATCC 700002 y una muestra del lago Croche. En estos ensayos no fue posible  obtener  alguna  señal  de  amplificación  y  las  curvas  de  disociación  no evidenciaron algún pico de temperatura que pudiera diferenciarse. Estos resultados están  posiblemente  influenciados  por  la  combinación  de  algunos  factores  que desfavorecieron la amplificación del puf M con este par de cebadores: 1. Estos primers  son  relativamente  extensos,  especialmente  el  forward  (26nt),  lo que  implica que  la probabilidad  de  encontrar  la  secuencia  diana  específica    en  el  tiempo  de  anealing definido es baja. Por lo tanto, aunque durante la reacción pudieran generarse algunos productos  de  amplificación,  la  concentración  de  los  mismos  dependerá  de  la frecuencia con la que los cebadores se anillen a la secuencia diana y si esta es baja, no se produce una señal detectable por el syber. 2. El porcentaje de Guanina‐Citosina  en ambos  oligonucleótidos    no  alcanza  el  50%,  lo  cual  deja  la  mayor  porción    de  los cebadores  a  las  bases  Adenina  y  Timina  (alrededor  del  60%).  A  diferencia  de  las interacciones Guanina‐Citosina,  las  interacciones Adenina‐ Timina están basadas en la formación de dos puentes de hidrógeno; este hecho sumado a que para el caso de los primers puf uni F  y puf uni R  las bases. Adenina y Timina constituyen la mayor porción de los oligos, hace que los enlaces que tienen lugar entre cada cebador y su diana  sean  inestables y por ende  la amplificación puede ser  ineficiente. Por último, estos oligos tienen un porcentaje significativo de degeneraciones y al encontrarse en una mezcla de DNA en  la  reacción,    ya  sea genómico  como el DNA de Erytrobacter 
litoralis  o  comunitario  como  la  muestra  de  lagos,  pueden  anillar  parcialmente  en otras regiones y generar productos que para este caso, no corresponden al  gen puf M. Estas productos “indeseados” de  la reacción podrían no alcanzar una concentración detectable como para generar ruido en la cuantificación, sin embargo, las   diferentes secuencias no disocian a  la misma temperatura y dan  lugar a curvas de melting  sin algún pico de disociación específico. Para seleccionar los cebadores fue necesario entonces ir un poco más atrás, es decir, considerar  los  primeros  ensayos  que  se  enfocaron  en  el  análisis  genético  del  los centros  de  reacción  fotosintéticos  de  las  AAP.  En  el  2001  el  grupo  de  trabajo  de Achenbach  publicó  un  set  de primers  diseñados  específicamente  para  amplificar  el gen puf M  46.  Estos  cebadores    denominados  puf M  557  F  y  puf M  750 R  han  sido reportados en la mayoría de estudios que involucran cuantificaciones de las AAP por la amplificación de este gen 14,22,52. Al igual que los oligos propuestos por Yutin, estos  también fueron  puestos a prueba  en los ensayos de amplificación. A diferencia de los degenerados,  usando este par de primers  se obtuvieron señales de amplificación con valores  de  Cq  entre  20  y  30  ciclos  para  la muestra  del  lago  Croche  y Erytrobacter 
litoralis.  No  obstante,  el  NTC  y  el  control  negativo  utilizados,  un  producto  de extracción de DNA genómico de una cepa de E. coli  y agua nanopura estéril‐ filtrada 
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respectivamente, también presentaron una señal de amplificación en el mismo rango de Cq. Por otro lado, las curvas de melting mostraron en todos los casos dos  señales de disociación;  la primera entre 70 y 75 °C y  la segunda entre 80 y 90 °C. Diversas publicaciones  referentes  a  la    correcta  aplicación  de  la  qPCR  en  varios  campos  de estudio,    sugieren  que  la  formación  de  dímeros  de  primers  es  evidenciada  en  las curvas melting  con picos de disociación alrededor de 70°C, 42 que dependiendo de la velocidad  de  polimerización  de  la  enzima  pueden  generar  la  sobrestimación  del 
target.  Los análisis de complementariedad mostraron que este par de oligos pueden formar una doble cadena de seis pares de bases en uno de sus extremos 3’,  la   cual constituye un molde para  la  polimerización  en  la  fase  de  extensión. A pesar  de  los esfuerzos por eliminar la señal de  amplificación en el control negativo y el no target 
control,  tales  como  disminuir  la  concentración  de  cebadores  y  aumentar  la temperatura de anealing en el ciclo de PCR, las curvas de amplificación presentaron el mismo patrón en diferentes pruebas, lo cual condicionó el uso de estos cebadores de forma separada, es decir, una reacción de amplificación y cuantificación del puf M podría contener  sólo uno de los oligos sugeridos por Achenabach.  El paso siguiente en la fase de selección de primers y calibración de las condiciones de qPCR  fue  amplificar  las  muestras  aplicando  diferentes  combinaciones  de  primers Forward y Reverse reportados para la amplificación del puf M hasta el momento. En este  punto  se  incluyeron  entonces,  los  cebadores  puf  M  Forward  y  puf  M  WAW Reverse publicados por Beja en el 2002 y Yutin en el 2005 respectivamente22,47. En este orden de ideas, se probaron  las combinaciones puf M Forward ‐ puf   M 750 R,  puf  uni F‐ puf M 750 R, puf M 557 F – puf uni R, puf  uni F‐ puf M WAW Reverse, puf M 557 F‐ puf M WAW Reverse.  Los patrones de corrida de estos ensayos presentaron varias limitaciones similares a las descritos previamente, por ejemplo, en el caso de  la combinación puf  uni F‐ puf M 750 R no se obtuvo algún valor de Cq ni patrones de disociación  definidos  y  el  uso  del  par  puf  M  557  F  –  puf  uni  R    resultó  en  la amplificación  del target con valores de Cq por encima de 30 ciclos evidenciando mas de un pico de disociación en la curva de melting. (Anexo 2) Finalmente,  se  evaluaron  los  cebadores  puf M Forward  y  puf M WAW Reverse,  los cuales presentaron el mejor patrón de amplificación, sin alguna señal para NTC ni el control negativo y sin la formación  de picos secundarios en la curva de disociación. Para esta pareja de oligos el menor valor de Cq se obtuvo cuando la temperatura de 
anealing  fue 58 °C y la concentración de ambos cebadores  fue de 100nM (Tabla 6). Teniendo  en  cuenta  estos  resultados  y  considerando  las  recomendaciones  del fabricante del Mix Sso FastTM Eva Green® Supermix  con respecto a las velocidades de polimerización de la enzima del mix de acuerdo con el tamaño  del DNA template, el ciclo de amplificación del puf M fue definido así: Una fase de denaturación inicial a 98 °C (2 min), seguido de 40 ciclos de denaturación a  98 °C (5 seg) , anillaje y detección 58°C  (5  seg)  y  extensión  final  72°C  (5  seg).  Las  curvas  de  disociación  fueron obtenidas    aumentando  la  temperatura  de  forma  gradual  desde  65°C  a  95°C  a  una velocidad de 0.5°C/ seg.  La concentración de DNA  fue definida con base en los resultados de los ensayos de inhibición. Inicialmente, la estrategia de dividir las muestras en categorías diferentes de  acuerdo  a  las  propiedades  fisicoquímicas  del  sistema,  fue  pensada  teniendo  en cuenta el efecto que podrían tener la concentración de residuos de DOC  y nutrientes 
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en  el  producto  de  extracción;  sobre  la  eficiencia  de  amplificación.  No  obstante, independientemente de  la  concentración de DOC    y  nutrientes  de  las muestras,  los resultados reflejaron una relación entre la concentración de DNA y  el porcentaje de inhibición  (r2=  0.87).  Aunque  la  relación  no  es  significativa  (valor  p=0.20),  esta observación fue tomada en consideración para definir la concentración final de DNA de en los ensayos de cuantificación. Así, las soluciones de trabajo de DNA de todas las muestras  fueron preparadas en una concentración entre de 2 y 3 ng/ ul de DNA y en cada reacción se corrieron 3 ul de las mismas, para un total de 6 a 9 ng de DNA por reacción. Un buen indicador del grado de inhibición en las muestras, es el porcentaje de eficiencia de las reacciones de cuantificación. En este caso, los valores de eficiencia de reacción de todos los experimentos estuvieron entre 96.5% y 99%, lo cual indica que la estrategia para disminuir el porcentaje  de  inhibición fue efectiva ya que éste tuvo un efecto despreciable en las reacciones de amplificación.  
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4. Metodología 
4.1.  Recolección  de  muestras  y  determinación  de  parámetros 
fisicoquímicos  
 Durante el   período de verano de 2013 (Junio‐Agosto) fueron muestreados 10 lagos de  la  región  Eastern  Townships  de  Quebec  (Canadá).  Asimismo  fueron  colectadas muestras  mensuales  del  lago  Croche  ubicado  en  la  región  Laurentides  de  Quebec, desde  Noviembre  de  2012  a  Septiembre  2013.  En  cada  lago  se  midieron  los parámetros Temperatura (T), oxígeno disuelto (OD) y la radiación fotosintéticamente activa (PAR) usando una sonda LS‐600   (YSI) y un sensor cuántico bajo el agua (LI‐COR  LI‐192).  Para  la  determinación  de  la  abundancia  de  AAP  fueron  tomadas muestras de 4 litros de la zona epilimnética en frascos oscuros Nalgene previamente lavados  con HCl 0,3M y purgados 3 veces  con agua del  lago  respectivo. Además,  se tomaron muestras adicionales que fueron filtradas por una membrana de 0.45um y colectadas  en  tubos  de  vidrio  de  25  mililitros  para  el  análisis  colorimétricos  de fósforo y nitrógeno total y disuelto y  la cuantificación de carbono orgánico disuelto con un analizador TIC TOC 1010.  
4.2. Determinación de la abundancia bacteriana total y de AAP por 
microscopía de epifluorescencia infrarroja  Las muestras para la determinación  de abundancia bacteriana fueron analizadas en la Universidad de Delaware (Lewes, Estados Unidos), usando el método descrito por Cottrell y colaboradores en 2006.  Brevemente, un volumen de 9 a 12 mililitros de la muestra  fueron  filtradas  con  membranas  de  policarbonato  negras  de  0.2  um de diámetro  y  posteriormente  teñidas  con  una  solución  4,6‐diamidino‐2‐fenylindol (DAPI) a una concentración 1µg/ml. Un octavo de cada membrana  fue expuesto   a cuatro  filtros  con  diferentes  longitudes  de  onda  de  excitación  y  emisión  de  un microscopio de fluorescencia acoplado a un sistema de análisis de imágenes. Para la determinación de  la abundancia  total  se usó un  longitud de excitación de 360 ± 40 nm  y  emisión  de  460±50nm,  mientras  que  las  longitudes  de  onda  de  emisión  y excitación  usadas  para  la  detección  de  células  con  fluorescencia  asociada  a  la presencia de bacterioclorofila fueron 390 ± 100 nm y ≥ 750 nm, respectivamente.31  
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4.3.  Determinación  de  la  abundancia  de  bacterias  AAP  por  PCR 
cuantitativa (qPCR) 
 
4.3.1. Extracción de DNA comunitario:  Un  volumen  entre  250  y  500  ml  (dependiendo  de  la  turbidez  de  la  muestra)  fue filtrado  a través de una membrana de diámetro de poro de 0,22 um (Millipore). Los filtros  fueron  insertados  en  un  tubo  de  5  ml  PowerWater®  Beads.  El  DNA comunitario  fue  extraido  usando  el  Kit  PowerWater®  DNA  Isolation  Kit  (MoBio Laboratories, Inc., Solana Beach, Calif.), siguiendo  las instrucciones del fabricante.  
 
4.3.2. Cuantificación de  AAP basada en PCR cuantitativa  (qPCR):  Los  ensayos  de  PCR  cuantitativa  fueron  desarrollados  en  un  dispositivo  CFX96 (Biorad) usando la aproximación de SYBR Green (Eva Green SSOFast). Cada muestra fue corrida por triplicado, con los primers puf M forward y puf M WAW reverse a una concentración  final  de 0,12uM;  en un  ciclo de  amplificación de  a 98  °C  (2 min),  40 ciclos de denaturación a 98 °C (5 seg)  , anillaje y detección 58°C (5 seg),   extensión final 72°C (5 seg) y un ciclo de disociación ente 65°C a 95°C con un aumento gradual de la temperartura a una velocidad de 0.5°C/ seg. Las cuantificaciones fueron hechas sobre una curva estándar  que relacionó el valor de Cq (Quantification Cycle) con el logaritmo  de  número  de  copias  de  puf  M  de  soluciones  de  DNA  de  Erytrobacter 
litoralis concentración conocida. Los ensayos incluyeron también  la amplificación de  un control negativo (agua).  
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5. Resultados y Discusión  
5.1 Variabilidad fisicoquímica de los sistemas de estudio 
 Para evaluar el efecto de la concentración de nutrientes (ND y PD), carbono orgánico disuelto  (COD)  e  intensidad  lumínica;  sobre  la  función  fotoheterótrofa  de  las poblaciones  de  AAP  in  situ,  se  llevaron  a  cabo  dos  estrategias  de  muestreo  que garantizaran cierto nivel de variabilidad en estos factores. La primera aproximación consistió  en  abarcar  un  gradiente  espacial  de  estas  variables.  Para  esto,  se seleccionaron  10  lagos  con  características  contrastantes  en  la  región  de  Eastern Townships en Quebec, Canadá. El muestreo se llevó a cabo en la capa epilimnética y durante la época de verano de 2013. (Figura 8a, Anexo 3).  La  segunda  estrategia  de  muestreo  consistió  en  el  seguimiento  de  la  dinámica estacional  del  lago Croche ubicado  en  la  región de  Laurentides  en Quebec,  Canadá. Las variaciones temporales a lo largo de un año en un lago de una región templada, traen  consigo  fluctuaciones  en  la  temperatura,  en  la  disponibilidad  la  luz  y  la concentración  nitrógeno,  fósforo  y  carbono  orgánico  disuelto.  Se muestreo  la  capa superficial del  lago en las estaciones de invierno (en los meses de Noviembre 2012, Enero, Febrero y Marzo 2013), en primavera del 2013    (Abril), en verano del 2013 (Junio, Julio y Agosto) y Otoño del 2013 (Septiembre) (Figura 8b, Anexo 3).  
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Figura  8:  Variación  en  los  parámetros  fisicoquímicos  de  los  sistemas  de  estudio.  a) 
Conjunto de lagos; b)Serie anual de Croche. (K, Coeficiente de extinción de luz, m‐1;  COD, 
Carbono  orgánico  disuelto,  mg/L;  ND,  Nitrógeno  disuelto,  mg/L;  PD,  Fósforo  disuelto, 
ug/L y T, Temperatura 0C) El  coeficiente  de  extinción  de  luz  (K)  presentó  una  gran  variabilidad  tanto  en  el muestreo espacial como en la dinámica temporal del lago Croche. Para el conjunto de lagos, se observa correlación entre los valores de K y las concentraciones de carbono orgánico y nutrientes disueltos  (Figura 9). Tomcod y Coulomb son  los  lagos con un coeficiente  de  extinción  de  luz mayor  (7,96 m‐1 y  1,57 m‐1, respectivamente)  y  con concentraciones  más  elevadas  de  carbono,  nitrógeno  y  fósforo  disuelto.  Mientras, lago  Bowker  presentó  el  menor  valor  del  coeficiente  de  extinción  de  luz  y concentraciones bajas de  carbono orgánico y nitrógeno disuelto.    
 
Figura  9:  Relación  entre  el  coeficiente  de  extinción  de  luz  (K)  y  a)  Concentración  de 
carbono orgánico disuelto(COD), R=0,89; b)Nitrógeno (ND) R=0,81; y c) Fósforo disuelto 
(PD), R=0,78 En el análisis de la serie temporal de Croche, se observó una menor variación tanto en  la  concentración  de  nutrientes  como  en  la  de  carbono  orgánico  disuelto.  Sin embargo, el coeficiente  de extinción de luz presentó gran variabilidad, que responde a los cambios estacionales.  En términos generales, durante los meses de invierno los valores de K fueron más altos que durante el período de primavera y verano (Figura 
10).   Estos  resultados  evidencian  la  dinámica  de  las  variables  fisicoquímicas  en  los sistemas acuáticos estudiados,  la cual  tiene un  impacto sobre el  funcionamiento del componente biológico de cada sistema. El coeficiente de extinción de luz expresa “la porción de la radiación” que es absorbida en cada metro de profundidad a lo largo de la columna de agua. Esta variable está asociada a la turbidez aportada principalmente por  el  fitoplancton  y  los  sólidos  en  suspensión.  Tomcod  es  un  lago  eutrófico,  que presenta  una  cantidad  elevada  de  sólidos  en  suspensión  una  alta  concentración  de nutrientes.  En  este  sistema  se  favorece  la  proliferación  del  fitoplancton  en  la  zona 
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fótica de la columna de agua. La suma de estas condiciones conducen a que la luz sea rápidamente atenuada y por lo tanto el coeficiente de extinción de luz, K, sea mayor en comparación con los demás sistemas.         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura  10  Variación  del  coeficiente  de  extinción  de  luz  (K)  durante  el  año  en  el  lago 
Croche  La relación lineal que se mantiene entre K y los demás parámetros; tiene también un significado ecológico en los sistemas oligotróficos. En sistemas como Bowker, Nicolet y Croche, el crecimiento del fitoplancton está limitado por bajas concentraciones de nutrientes, principalmente fósforo; lo que implica que en estos lagos el coeficiente de extinción de luz alcanza valores más altos y por lo tanto la luz penetra profundidades mayores en la columna de agua.   El  carbono  orgánico  disuelto  (COD)  en  los  sistemas  acuáticos  proviene principalmente de dos fuentes: Por una parte es originado como producto autóctono de  los  exudados metabólicos de  los organismos  fotoautótrofos,  lisis  y  liberación de contenidos celulares. Este COD de origen autóctono es fácilmente asimilables por las bacterias  heterótrofas.  Otra  fracción  del  COD  proviene  de  fuentes  alóctonas, principalmente de origen  terrestre que  entran  a  los  lagos  en  forma de  compuestos húmicos  terrestres  a  través  de  procesos  de  drenajes  y  escorrentías.  Este  carbono suele  ser  de  lenta  descomposición  y  generalmente  aporta  color  a  los  lagos.  Otras cantidades menos considerables de COD provienen de los procesos de excreción del zooplancton  y  animales  superiores;  y  por  lisis  bacteriana.  Resulta  entonces importante  entender  que  la  composición  del  COD,  define  tanto  propiedades  físicas como  el  color  y  la  transparencia,  como procesos    biológicos  que  tienen  lugar  en  la columna de agua.57 
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 Dentro  de  los  sistemas  incluidos  en  este  estudio,  Tomcod  sobresale  por  la  mayor cantidad  de  COD,  asociada  con    la  actividad  fotosintética  del  fitoplancton.  En contraste,  lagos  oligotróficos  como  Nicolet  y  Bowker  presentan  la  menor concentración de carbono orgánico disuelto y los valores más bajos de coeficiente de extinción de luz. En estos sistemas la  limitación por nutrientes controla la actividad fitoplanctónica  y  por  ende  la  producción,  liberación  y  acumulación  de  carbono orgánico  disuelto.  Finalmente,  Coulomb,  Aylmer,  Lovering,  Monjoie  y  Stukely  son lagos  coloreados  con una  fracción  alta  de COD asociada  a  compuestos  húmicos.  En estos  sistemas  distróficos,  la  fotosíntesis  está  limitada  por  la  cantidad  de  luz  que alcanza a penetrar en la columna de agua y la producción secundaria lo esta por    la disponibilidad de carbono orgánico lábil.  La variación en  los parámetros    fisicoquímicos en  la serie  temporal de Croche, está asociada  a  los  fenómenos  de  estratificación  y  mezcla  que  ocurren  durante  las fluctuaciones estacionales en lagos temperados. Durante la época de invierno  ocurre un fenómeno denominado estratificación inversa; en el cual el agua del hipolimnion mantiene una temperatura menor que la capa superficial58. La capa de hielo impide la penetración  de  la  luz;  lo  que  se  evidencia  en  valores  elevados  de  coeficientes  de extinción de luz. Con el aumento de la temperatura durante la época de primavera y verano  la  capa  de  hielo  se  descongela  y  la  luz  alcanza  a  penetrar  mayores profundidades  del  cuerpo  de  agua  y  por  lo  tanto  los  valores  de  K  son  más  bajos 
(Figura 10). La  dinámica  de  nutrientes  en  Croche  responde  al  patrón  de  los  lagos  dimícticos (Figura 11). Durante el invierno la escases de luz limita el desarrollo del fitoplancton en  el  epilimnio,  por  lo  tanto  hay  una  acumulación  de  nutrientes  y  se  favorece  la oxidación del carbono orgánico disponible en la capa inferior de la columna de agua. Durante  la  primavera  el  agua  alcanza  su  máximo  valor  de  densidad,  y  el descongelamiento de  la capa de hielo produce  la primera mezcla y   distribución de los nutrientes a lo largo de la columna de agua.  El incremento de la temperatura en verano,  genera  la  segunda  estratificación  del  agua;  ésta  vez  con  temperaturas mayores en  la  capa superficial que  favorecen el  consumo   y agotamiento  rápido de nutrientes y la pérdida de oxígeno58.  Finalmente,  la  poca  variabilidad  del  carbono  orgánico  disuelto  a  lo  largo  del  año, responde a que Croche es un lago oligotrófico en el que la mayor porción de COD  es aportado  por  fuentes  alóctonas.  El  carbono  orgánico  disuelto  proveniente  de  la fotosíntesis es asimilado rápidamente  por organismos heterótrofos y por lo tanto no aporta una fracción   de COD tan alta que varíe  la cantidad de COD acumulado en el sistema.  
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Figura  11  Variación  en  la  concentración  de Nitrógeno  disuelto  y  Clorofila  a  en  Croche  
durante el periodo de Noviembre 16 de 2012 y Septiembre 4 de 2013  
5.2. Cuantificación de AAP mediante la estimación de la abundancia 
del gen puf M  por PCR cuantitativa (qPCR)  El número de copias del  gen puf M  de las muestras de DNA tanto de la serie mensual  de  Croche  como  del  conjunto  de  lagos,  fue  estimado  siguiendo  la metodología  de  Schwalbach  &  Fuhrman,  2005.  Brevemente,  las  muestras  ambientales se corrieron junto con los  estándares de número de copias de puf 
M  conocido  y  se  obtuvo  el  número  inicial  de  copias  de  cada  muestra  por interpolación  del valor de Cq a la curva estándar (Figura 12). Con este número inicial de copias   se calculó el porcentaje de AAP, asumiendo que cada célula tiene una copia del puf M,  de acuerdo con la siguiente ecuación:    %AAP= (#de copias puf M  iniciales/#células totales en el DNA template) x 100  Donde,                  # de células totales en el DNA template=                 Masa de DNA/reacción                                                                                       Promedio de la concentración DNA/cel  Asumiendo    un  promedio  de    concentración  de  DNA  de    2,5  x10‐6  ng  por célula.10,53(Tabla 9) 
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Figura  12.  Cuantificaciones  de  puf M  por  PCR  cuantitativa  sobre  la  curva  estándar:  o: 
Estándares  de  número  de  copias  de  puf  F  conocidas;  x:  Muestras  corridas  en  cada 
reacción.  a)  Cuantificaciones  de  la  serie  anual  del  lago  Croche.  R2:0,954,  E:  96,5%; 
b)Cuantificaciones del conjunto de lagos R2:0,975, E: 98,2%. 
Tabla 9 Abundancias de AAP en lagos de la región Eastern Townships de Quebec y en la 
serie mensual de muestreo del lago Croche,  estimadas por qPCR. 
Nombre de la 
muestra 
 
DNA/rxn 
(ng) 
Promedio de la 
cantidad inicial 
de puf M (x104) 
Error estándar 
de la cantidad 
inicial de puf M 
(x103) 
Porcentaje de 
AAP 
Croche_ Nov 2012  9,45  4,05  4,61  1,07 
Croche_Ene 2013  10,5  2,74  4,66  0,65 
Croche_Feb 2013  8,85  3,78  8,81  1,07 
Croche_Mar 2013  10,2  2,86  6,84  0,70 
Croche_Abr  2013  10,2  1,27  0,534  0,31 
Croche_Jun  2013  12,15  9,64  16,8  1,98 
Croche_Jul  2013  9,45  11,4  26,3  3,01 
Croche_Ago  2013  11,25  3,05  7,53  0,68 
Croche_Sep  2013  9,9  14  7,15  2,64 
Lago Waterloo  5,55  6,54  6,76  2,95 
Lago Aylmer  7,35  10,6  22,8  3,6 
Lago Montjoie  9,15  15,1  18,3  4,14 
Lago Tomcod  10,35  17,9  29,1  4,32 
Lago Bowker  8,55  18,3  45  5,36 
Lago Stukely  11,70  31,5  52,7  6,42 
Lago Nicolet  6,15  15,8  73,4  6,48 
Lago Lovering  6,9  17,9  16,1  6,74 
Lago Coulomb  7,97  26,4  41,3  8,3 
Lago Petit Magog  6,9  23,4  53,0  9,3 
Contol Negativo  0  0  0  0  
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5.2.1. Abundancia de AAP y diferencias tróficas de los sistemas.  La  abundancia  relativa  de  las  AAP  en  el  conjunto  de  lagos  cuantificadas  por  qPCR varió  en  un  rango  entre  0,7%  a  9,3%.  Estas  estimaciones  coinciden  con  el  rango promedio  que  ha  sido  reportado  para  estas  bacterias  en  estudios  en  ecosistemas marinos  (Tabla  1,  sección 2.3); dentro de  los cuales el porcentaje de AAP más alto obtenido por PCR cuantitativa fue reportado por Schwalbach y Fuhrman en el 2005 y estuvo alrededor de 18% en estuarios de la Costa Este y Atlántico Noreste de Estados Unidos.   Después  del  descubrimiento  de  la  actividad  fotohererótrofa  y  de  los  primeros estudios de abundancia y distribución de  las AAP en el océano,  fue sugerido que  la fotoheterotrofía es una adaptación de algunos procariotas heterótrofos a ambientes oligotróficos;  ya  que  la  luz  puede  representar  un  suplemento  energético  en condiciones  con  baja  concentración  de  nutrientes.  Trabajos  como  los  de  Kolber (2001), Lami (2007) y Masin (2008) soportan ésta hipótesis pues coinciden en haber encontrado mayores abundancias de AAP en sistemas con bajas concentraciones de carbono  orgánico  y  nutrientes  disueltos6,15,29.  Sin  embargo,  ésta  hipótesis  ha  sido debatida después de que algunos estudios revelaron el carácter cosmopolita de estas bacterias.  Las  estimaciones  hechas  por  Schwalbach  y  Fuhrman  (2005),  Cottrell (2006)  y  Zhang  y  Jiao  (2007)  en  sistemas  oligotróficos,  estuarinos  y  costeros  de Estados Unidos y China, sugieren que las AAP, pueden de hecho, ser más abundantes en sistemas eutróficos.10,31,32  Nuestras estimaciones son consistentes con este conflicto, puesto que muestran que la variación de  la  abundancia  relativa de  las AAP en escalas  espaciales puede estar ligada a factores adicionales, distintos a las diferencias en concentración de carbono orgánico,  nitrógeno  y  fósforo  disuelto  de  los  sistemas  (Figura 13a).  Así,  si  bien  las estimaciones  de  AAP  fueron  más  altas  en  sistemas  oligotróficos  como  Nicolet  y Bowker que en Tomcod que es un sistema eutrófico, Croche con concentraciones de nutrientes  cercanos  a  Nicolet  y  Bowker  presentó  entre  todos  los  lagos  el  menor porcentaje de AAP.  La  contradicción  de  las  estimaciones  de  abundancia  en  sistemas  contrastantes  ha obligado  a  replantear  las  ventajas  del  metabolismo  fotoheterótrofo.  Fauteux  y colaboradores propusieron que más que una adaptación a la escases de nutrientes, la fotoheterotrofía podría proveer a  las AAP de energía adicional para  la síntesis de  la maquinaria  enzimática  necesaria  para  el  aprovechamiento  de  fuentes  orgánicas difíciles de descomponer54.  Entre  los  lagos  estudiados,  los mayores valores de AAP fueron obtenidos para  los  lagos P. Magog, Coulomb,  Stukely  y Lovering. En general estos  sistemas  coinciden en  ser distróficos,  de  los  cuales  los  tres últimos  son  lagos coloreados con coeficientes de extinción de  luz altos. Como se detalló en  la  sección anterior (Variabilidad fisicoquímica de los sistemas de estudio), la atenuación de la luz puede estar relacionada con la presencia de carbono orgánico no lábil; lo cual podría 
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sugerir que la ventaja de la que habla Fateux, se ve reflejada en abundancias relativas más altas de las AAP en esta clase de sistemas.54,55  Estudios  previos  en  sistemas  estuarinos  mostraron  también  que  una  porción representativa  de  la  población  de  AAP  puede  encontrarse  asociada  a  partículas  en suspensión.  En  los  sistemas  acuáticos  la  concentración  de  minerales  y  sólidos suspendidos  definen  la  conductividad  eléctrica  del  agua.  Dentro  de  los  lagos muestreados en este estudio, P. Magog presentó el mayor porcentaje de AAP y a su vez coincide con tener, entre todos los lagos,  la conductividad más alta. Una posible explicación  a  esta  relación  entre  altas  abundancias  de  AAP  y  las  partículas  en suspensión  fue  hecha  por  Waidner  y  Kirchman;  quienes  basados  en  estudios fisiológicos previos de la bacteria Dinoroseaobacter shibae, plantean que la asociación AAP‐partículas  podría  inducir  en  estas  bacterias  mecanismos  de  señalización  de 
quorum‐sensing; que pueden estar involucrados en la síntesis de enzimas hitrolíticas que faciliten el uso mas eficiente de la materia orgánica disponible y la formación de matrices  extracelulares  que  les  permitan  la  adhesión  y  colonización  a  estas partículas.14  El  seguimiento  de  la  abundancia  de  las  AAP  en  Croche  a  lo  largo  del  año  fue  una forma de evaluar cómo responde la abundancia de una misma comunidad de AAP a los  cambios  temporales  de  su  ecosistema.  En  este  caso,  los  porcentajes  de  AAP variaron  entre  0,3%  y  3%  (Tabla  9)  y mostraron  una  correlación  positiva  con  la concentración de fósforo disuelto a lo largo del año (Figura 13b). Esta correlación es consistente con  la variación en  la abundancia de  las AAP en  los diferentes  lagos, es decir,  sistemas  con  baja  concentración  de  nutrientes  no  implican  obligatoriamente abundancias mayores de AAP.  Los  resultados  muestran  además  una  variación  de  la  abundancia  de  AAP  en  las diferentes  épocas  del  año  (Figura  13c),  con  una  tendencia  a  valores  más  bajos durante el invierno y la primavera, y abundancias de AAP más altas durante el verano y  el  otoño.  Del  análisis  de  la  variación  fisicoquímica  de  Croche  se  observó  que  las variables con mayor fluctuación durante el año son el coeficiente de extinción de luz (K) y  la  temperatura (T) (Figura 8, Sección Variabilidad fisicoquímica de los sistemas 
de estudio). Ambos parámetros están relacionados con las fluctuaciones estacionales de  las  regiones  templadas.  La  temperatura,  tiene  un  efecto  catalizador  de  las reacciones  biológicas  y  por  lo  tanto  las  AAP  pueden  alcanzar  velocidades  de crecimiento  y  valores  de  abundancias  mayores  cuando  la  temperatura  aumenta. Debido a que las AAP son bacterias fotoheterótrofas, podría esperarse que existiera alguna relación entre la disponibilidad de luz y la abundancia de este grupo funcional. Sin  embargo,  nuestras  estimaciones  no  muestran  alguna  correlación  entre  la atenuación de la luz y el porcentaje de AAP en Croche durante el año (Figura 14). 
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 Las estimaciones AAP obtenidas  tanto para el  conjunto de  lagos como para  la  serie mensual de Croche  reflejan  la dificultad de  relacionar  la  abundancia  relativa de  las AAP con las diferencias del estado trófico de los sistemas. Aunque algunas variables se  relacionaron  con  el  porcentaje  de  AAP,  de  los  parámetros  evaluados  ninguno explica  cómo  varía  la  función  fotoheterótrofa  de  las  AAP  en  escalas  temporales  y espaciales.  Por  lo  tanto,  es  preciso  ir  más  allá  de  la  simple  cuantificación  de  este grupo funcional para conocer más acerca de los factores que afectan la expresión de la función fotoheterótrofa de las AAP en los sistemas acuáticos, y por lo tanto aportar al  entendimiento  del  rol  ecológico  de  estas  bacterias  en  el  flujo  de  carbono  de  los sistemas acuáticos.  
  
Figura 13. Relación entre  el  estado  trófico de  los  sistemas y  la abundancia  relativa de 
AAP, aPorcentaje de AAP en diez lagos de la región Eastern Townships y Croche, durante 
el  verano de de 2013. De  izquierda a derecha  los  lagos  están organizados de menor a 
mayor  concentración  de  fósforo(Croche,  Nicolet,  Bowker,  Montjoie,  Stukely,  Lovering, 
Petit Magog, Waterloo, Aylmer, Coulomb, Tomcod); b)Relación entre la concentración de 
fósforo  disuelto  y  el  porcentaje  de  AAP  en  el  lago  Croche    a  lo  largo  de  un  åño  de 
muestreo,  R=0,77.  c)Variación  de  la  abundancia  de  AAP  durante  las  estaciones  de 
invierno, primavera, verano y otoño de 2013 en el lago Croche (cada caja representa las 
cuantificaciones  de  los  meses  correspondientes  a  la  estación  cuantificados  por 
triplicado). 
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Figura  14  Gráfico  de  correlación  entre  el  coeficiente  de  extinción  de  luz  (K)  y  el 
porcentaje de AAP  en Croche durante el período de muestreo desde Noviembre de 2012 a 
Septiembre de 2013. 
5.3  Formulación  de  una  métrica  para  la  evaluación  de  la  función 
fotoheterótrofa de las AAP in situ.  La mayoría de los trabajos direccionados a aportar al entendimiento del rol ecológico de las AAP, proponen que el impacto que estas bacterias pueden tener sobre el flujo de  carbono depende de  su abundancia  relativa en  los  sistemas. Un gran porcentaje reportan la cuantificación de células AAP usando aproximaciones técnicas basadas en la  detección del  pigmento  fotosintético,  como  fluorometría,  cromatografía  líquida  y microscopía de fluorescencia infrarroja. Por lo tanto, en estos trabajos lo que define el  impacto  de  esta  población  de  bacterias  en  la  transferencia  de  carbono  en  los sistemas acuáticos, es la porción de AAP fotosintéticamente activa.   Nosotros  estamos  de  acuerdo  con  que  la  actividad  fotoheterótrofa  de  las  AAP  es finalmente,  la  que  hace  que  estas  bacterias  puedan  ubicarse  dentro  de  un  eslabón independiente  de  los  autótrofos  y  heterótrofos  en  el  modelo  de  la  red  trófica microbiana.  Sin  embargo,  se  sabe  que  las  AAP  pueden  regular  la  expresión  del pigmento  fotosintético  y  este  hecho  abre  la  posibilidad  de  encontrar  dos  tipos  de subpoblaciones de AAP en los sistemas acuáticos: Una fracción que sea activamente fotoheterotrófica  y  otra  que  se  comporte  como  una  población  heterótrofa.  De  esta manera, para dilucidar cuan importantes son las AAP en la transferencia de carbono en  los  sistemas  acuáticos,  primero  es  necesario  evidenciar  la  ocurrencia  de  la 
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actividad fotoheterótrofa de las AAP in situ y estudiar cuales factores hacen que esta función varíe en escalas espaciales y temporales.  Este  proyecto  propone  una  métrica  que  de  información  sobre  la  función fotoheterótrofa de  las AAP mediante  la  estimación de  la ocurrencia de  la  fototrofía dentro de  la población  total  de  las AAP en diferentes  sistemas. Esta ocurrencia  fue calculada de la siguiente forma:  
Expresión de la fototrofía de las AAP = ( %AAP fluorescentes/ %AAP puf M positivas )  De  acuerdo  con  lo  anterior,  la  métrica  relaciona  el  porcentaje  de  células  AAP  que sintetizan  el  pigmento  fotosíntético,  (%AAP  fluorescentes  cuantificadas  por microscopía  de  fluorescencia  infrarroja),  y  la  abundancia  relativa  total  de  AAP (células AAP puf M positivas, estimado por qPCR.). Esta relación puede tomar valores entre 0 y 1. Un valor de la relación igual a uno indicaría que el total de células AAP en el  sistema  acuático  sintetizan  bacterioclorofila  a;  y  valores  menores  que  uno sugerirían  que  sólo  una  fracción  de  AAP  está  funcionando  bajo  el  metabolismo fotótrofo.  Nuestra hipótesis sostiene que ésta relación varía de acuerdo con las diferencias en la disponibilidad  de  luz,  la  saturación  de  oxígeno  y  la  concentración  de  nutrientes  y carbono en  los  sistemas acuáticos, ya que en ensayos a escala de  laboratorio,  estos factores  han  mostrado  tener  algún  efecto  sobre  la  regulación  de  la  expresión  del pigmento  en  las AAP.  Para  poner  a  prueba  esta  hipótesis,  se  elaboró  un  gráfico  de dispersión  que  relacionó  el  porcentaje  de  AAP  detectadas  por  microscopía;  y  el porcentaje  AAP  basado  en  la  cuantificación  del  gen  puf M  por  PCR  cuantitativa  en todos los lagos de estudio y se evaluó la relación entre los valores de la métrica con las variables fisicoquímicas propuestas.  
5.3.1 Abundancia bacteriana total y abundancia de las AAP estimadas por 
microscopía de epifluorescencia.  Los  datos  de  abundancia  de  bacterias  totales  y  de  células  AAP  estimadas  por microscopía  provienen de  una base  de  datos  del  grupo de Ecología Microbiana del departamento de Ciencias Biológicas de la Universidad de Quebec, Montreal y hacen parte de un conjunto de datos del proyecto macro dentro del  cual  se enmarca esta propuesta,  titulado:  “Towards  an  understanding  of  the  role  of  Aerobic  Anoxygenic 
Phototrophic  Bacteria  in  lakes:  Its  controlling  factors  and  its  contribution  to  the 
secondary  production”.  Las  muestras  fueron  procesadas  con  una  metodología estándar en el Laboratorio School of Marine Science and Policy (Kirchman lab.) En el conjunto de lagos la abundancia bacteriana total varió en un rango entre 1,3 x 106  y 47 x 106 Células/ ml (Tabla 10), donde los menores valores de concentración celular los presentaron los lagos oligotróficos y las abundancias totales más altas se obtuvieron  para  los  lagos  con  concentraciones  elevadas  de  nutrientes  y  carbono orgánico  disuelto.  En  la  serie  anual  de  Croche  el  seguimiento  de  la  abundancia 
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bacteriana  total varió entre 2,6 x 105  y 21,3 x 105  y Células/ml  (Tabla  11)  siendo más  altos  los  recuentos  en  verano que  en primavera  e  invierno. Tanto  la  variación espacial  como  la  temporal  reflejan  el  efecto  positivo  de  la  disponibilidad  de nutrientes y carbono orgánico disuelto sobre la abundancia bacteriana. En el caso de los  lagos,  los  sistemas  eutróficos  además  de  tener  una  alta  concentración  de nitrógeno  y  fósforo  disuelto  presentan  mayor  productividad  primaria,  lo  cual  se traduce una mayor cantidad de  carbono orgánico aprovechable para el crecimiento de  la población de bacterias heterótrofas. En el análisis de  la dinámica  temporal de Croche, los cambios estacionales traen consigo una variación en la disponibilidad de carbono  y  nutrientes  regulada  por  los  fenómenos  de  estratificación  y  mezcla  del cuerpo de agua. Después de invierno, la mezcla ocasionada por el hundimiento de la capa superficial de hielo, provoca una redistribución de los nutrientes y carbono que hace  mas  accesible  estos  recursos  a  la  población  bacteriana.  Adicionalmente  el incremento de la temperatura, produce un aumento en la velocidad de las reacciones biológicas, que  implica  tasas de  crecimiento bacteriano mayores y por  lo  tanto una abundancia bacteriana total mayor con respecto a los períodos mas fríos.  
Tabla  10.  Estimaciones  de  la  abundancia  total  bacteriana  y  el  porcentaje  de  AAP  por 
microscopía de fluorescencia para el conjunto de lagos de la región Eastern Townships 
de Quebec, Canadá 
           
Nombre de la 
muestra 
 
Células 
totales/ml 
(x106) 
Error estándar 
de Células totales 
/ml (x106) 
Porcentaje de 
AAP 
Error estándar 
del porcentaje de 
AAP 
Lago Waterloo  4,74  1,72  2,00  0,35 
Lago Aylmer  2,48  0,18  3,10  0,16 
Lago Montjoie  1,78  0,39  1,45  0,20 
Lago Tomcod  47  10,3  5,15  0,04 
Lago Bowker  1,27  0,09  1,20  0,65 
Lago Stukely  1,35  0,08  2,40  0,65 
Lago Nicolet  2,39  0,15  5,50  0,49 
Lago Lovering  1,39  0,04  1,07  0,47 
Lago Coulomb  2,07  0,58  3,10  1,22 
Lago Petit Magog  2,21  0,7  1,90  0,41 
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Tabla  11  Estimaciones  de  la  abundancia  total  bacteriana  y  el  porcentaje  de  AAP  por 
microscopía de fluorescencia para la serie anual del lago Croche. 
Nombre de la 
muestra 
 
Células 
totales/ml 
(x105) 
Error estándar 
de Células totales 
/ml (x104) 
Porcentaje de 
AAP 
Error estándar 
del porcentaje 
de AAP 
Croche_ Nov 2012  11,4  1,97  0,72  0,05 
Croche_Ene 2013  7,73  2,61  0,44  0,07 
Croche_Feb 2013  6,05  1,48  0,46  0,09 
Croche_Mar 2013  3,58  3,02  0,35  0,08 
Croche_Abr  2013  2,59  0,78  0,27  0,09 
Croche_Jun  2013  4,95  6,86  4,85  0,61 
Croche_Jul  2013  7,83  3,01  3,31  0,26 
Croche_Ago  2013  7,64  5,14  3,25  0,05 
Croche_Sep  2013  21,3  4,82  5,12  0,20  Las estimaciones de abundancia de células de AAP que sintetizan bacterioclorofila a en  los  lagos; determinadas por microscopía de  epifluorescencia  infrarroja,  varió  en un rango del 1 al 5.5% (Tabla 10), pero a diferencia de las estimaciones basadas en la cuantificación del gen puf M, el número de células AAP fluorescentes no presentó alguna relación con el gradiente trófico ni con la disponibilidad de luz de los sistemas. En Croche,  la  contribución de  las AAP a  la  abundancia  total bacteriana varió  en un rango del 0,3 al 5% a lo largo del año y presentó un patrón similar a la variación de la población bacteriana  total;  es decir,  la  abundancia de AAP  fluorescentes durante  el verano fue mayor que durante los meses de invierno (Tabla 11).  
5.3.2 Determinación de la “Expresión de la fototrofía de bacterias AAP” in situ y 
análisis de los factores que afectan su función fotoheterótrofa  El primer paso para evaluar la métrica propuesta, fue relacionar las estimaciones de abundancia  de  AAP  arrojadas  por  los  dos  métodos  de  cuantificación  usados.  Esta relación  se  obtuvo  mediante  dos  aproximaciones:  La  primera  consistió  en  la construcción  de  un  gráfico  de  dispersión  que  relacionó  el  porcentaje  de  AAP estimado mediante  la cuantificación de células puf M positivas por PCR cuantitativa versus  el  porcentaje  de  AAP  que  sintetizan  el  pigmento  fotosintético  (AAP fluorescentes),  estimadas  por microscopía  de  epifluorescencia  infrarroja.  El  gráfico de dispersión, nos permitió identificar los puntos que se ubican dentro y fuera de la línea  1:1,  es  decir,  en  cuáles  casos  el  total  de  la  población  de  AAP  sintetiza  el pigmento  fotosintético  y  en  cuáles  sólo  una  fracción  de  las  AAP  funciona  bajo  el metabolismo  fotoheterótrofo.  La  segunda  aproximación,  consistió  en  que  una  vez calculada la métrica se analizaron los patrones de variación de la misma con respecto a las mediciones de carbono y nutrientes disueltos, coeficiente de extinción de luz y el porcentaje de saturación de oxígeno. Los  gráficos  de  dispersión  tanto  para  el  conjunto  de  lagos  como para  las muestras correspondientes  a  la  serie  temporal  del  lago  Croche, muestran  que  la mayoría  de 
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puntos se ubican debajo de la línea 1:1 (Figura 15). De acuerdo con nuestra hipótesis, esto  estaría  evidenciando  que  las  poblaciones  de  AAP  están  regulando  in  situ  la síntesis  del  pigmento  fotosintético  y  por  lo  tanto  existe  un  subgrupo  de  AAP  que aunque  contiene  el  gen puf M  necesario  para  la  síntesis  de  bacterioclorofila a,  está creciendo únicamente bajo el metabolismo heterótrofo.   
  
Figura  15.  Relación  entre  el  porcentaje  de  AAP  estimado  por  microscopía  de 
fluorescencia  y  qPCR  a)  Conjunto  de  lagos  de  la  región  Eastern  Townships  de Quebec, 
Canadá; b) Serie de mediciones mensuales del lago Croche, Quebec, Canadá.  En  ambos  gráficos  se  presentan  algunos  puntos  por  encima  de  la  línea  1:1.  Estos puntos  son  mediciones  atípicas  que  no  dan  información  en  la  estimación  de  la 
Expresión  de  la  fototrofía  de  las  poblaciones  de  AAP;  ya  que  sugieren  que  la estimación de la abundancia de las AAP fluorescentes es mayor a la estimada por PCR cuantitativa.  Estas  inconsistencias,  pueden  estar  relacionadas  con  la  diversidad  de ecotipos  de  AAP  que  puede  encontrarse  en  los  sistemas  acuáticos  y  el  grado  de cobertura  de  los  cebadores  usados  en  la  amplificación  del  gen puf M.  Teniendo  en cuenta  que  las  AAP  son  un  grupo  funcional  polifilético,  el  gen  puf  M,  aunque conservado, puede presentar variaciones dentro de la población de AAP de un mismo sistema35,38,56.  Entonces,  una  posible  explicación  a  estas  inconsistencias  es  que  no todos  los  filotipos  de  puf  M  fueron  amplificados  eficientemente  por  el  par  de cebadores puf M Foward y puf M WAW Reverse. Estos primers, han sido reportados en  trabajos  previos  en  ecosistemas  marinos  y  aunque  en  este  trabajo  la  máxima cobertura  para  el  reverse  en  secuencias  de AAP  de  sistemas  de  agua  dulce  fue  del 100%,  el  primer  puf  M  forward  puede  dejar  por  fuera  al  menos  el  20%  de  las secuencias de puf M en esta clase de ecosistemas (Tabla 3, Sección 3.2.2). Por lo tanto es preciso desarrollar más estudios enfocados en la diversidad genética de este grupo 
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funcional  y  diseñar  cebadores  que  amplíen  el  rango  de  cobertura  para  la amplificación  del  gen  puf  M  en  sistemas  de  agua  dulce.  De  esta  manera,  para  los análisis posteriores  se omitieron  los puntos del  conjunto de datos que presentaron valores mayores que uno (1) en el cálculo de la métrica. (Tabla 12)  
Tabla 12: Valores de la métrica en los sistemas de estudio. (*Datos omitidos en el análisis 
multivariado)  
 Para  relacionar  la  variación  de  la  Expresión  de  la  fototrofía  de  las  AAP  con  la concentración  de  nitrógeno,  fósforo  y  carbono  orgánico  disuelto,  disponibilidad  de luz  y  porcentaje  de  saturación  de  oxígeno,  fue  desarrollado  un  análisis  de componentes principales (PCA) (Figura 16). De acuerdo con los resultados arrojados por el PCA, los componentes 1 y 2 (PC1 y PC2 respectivamente), explican del 72.1% de  la  variación  total  de  los  datos  (Anexo  4).  Las  variables  asociadas  al  PC1  son carbono orgánico (COD), fósforo (PD) y nitrógeno disuelto (ND) (Figura 17a); y a lo largo de este eje se observa tres grupos: Grupo 1, conformado por los lagos Aylmer, Waterloo y Coulomb; Grupo 2,  conformado por  los  sistemas Lovering, Petit Magog, Stukely y Monjoie y el Grupo 3, en el cual se incluyen las muestras de la serie mensual del lago Croche correspondientes a las estaciones de invierno y primavera, y los lagos Nicolet y Bowker. El PC2 tiene asociadas las variables coeficiente de extinción de luz (K),  oxígeno disuelto  (OD) y  la  expresión de  la  fototrofía  (Figura 17b);  y diferencia Grupo 1, que incluye las muestras de la serie de Croche (de invierno y primavera) y los  lagos Nicolet, Aylmer Waterloo y Coulomb; y el Grupo 2 que reúne  los sistemas Monjoie, Lovering, Petit Magog, Stukely y Bowker.  
Muestras del conjunto de lagos de la 
región  Eastern Townships de 
Quebec, Canadá. 
Muestras de la serie de mediciones 
mensuales del lago Croche, 
Quebec, Canadá. 
Lago  Expresión de la fototrofia 
Fecha de 
muestreo 
Expresión de la 
fototrofia Waterloo  0,68  Nov16/2012  0,67 Aylmer  0,86  Ene11/2013  0,68 Montjoie  0,35  Feb 8/2013  0,43 *Tomcod  1,19  Mar 8/2013  0,50 Bowker  0,22  Abr 5/2013  0,88 Nicolet  0,86  *Jun 25/2013  2,45 Lovering  0,16  *Jul 9/2013  1,10 Stukely  0,36  *Ago 6/2013  4,79 Coulomb  0,37  *Sep 4/2013  1,94 Petit‐Magog  0,20   
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Figura 16. Análisis de componentes principales (PCA) de las variables carbono orgánico 
disuelto (COD), nitrógeno disuelto (DN), fósforo disuelto (DP), coeficiente de extinción de 
luz (K) y porcentaje de saturación de oxígeno (OD),.                 
Figura  17:  Correlación  de  cada  variable  a  los  componentes  principales  del  PCA,  a) 
Componente principal 1 (PC1) b)Componente principal 2 (PC2)  
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 Claramente  la  Expresión  de  la  fototrofía  in  situ  covaría  positivamente  con  el coeficiente  de  extinción  de  luz  (K)  y  de  manera  negativa  con  el  porcentaje  de saturación  de  oxígeno.  Como  se  ha  mencionado  en  las  secciones  previas  en  los sistemas  con valores altos de K  la  luz  es  atenuada  rápidamente. Por  lo  tanto,  estos observaciones  son  consistentes  con  estudios  fisiológicos hechos  sobre  aislamientos de  AAP,  los  cuales  revelaron  que  la  síntesis  del  pigmento  ocurre  sólo  durante  los períodos de  incubación en oscuridad ya que en presencia de  luz,  el oxígeno genera especies  químicas  altamente  reactivas  denominadas  tripletas  de  bacterioclorofila  y singletes de oxígeno, que causan un daño oxidativo a la célula5,8,19.   Sin  embargo,  al mover  la  escala  de  análisis  a  las  implicaciones  que  tiene  sintetizar bacterioclorofila a en sistemas naturales, esta respuesta regulatoria resulta un poco contradictoria.  En  nuestros  sistemas  de  estudio  hay  dos  factores  asociados  al fenómeno de atenuación de  la  luz: La presencia de materia orgánica  coloreada y  la formación  de  la  capa  superficial  de  hielo  durante  el  invierno,  que  impide  la penetración de la luz al sistema. Es cuestionable entonces, por qué la Expresión de la 
fototrofía  es  mayor  en  condiciones  con  menos  disponibilidad  de  luz,  en  otras palabras;  estos  resultados  dejan  el  interrogante  acerca  de  la  ventaja  que  podría representar  para  las  AAP  sintetizar  la  maquinaria  fotosintética  cuando  la disponibilidad es limitada.  Este interrogante, abre entonces la puerta a futuras investigaciones que cuestionen  otros  posibles  usos  uso  de  la  bacetrioclorofila  a  de  las  AAP  y  la  evaluación  de parámetros  ambientales  adicionales  sobre  su  regulación  en  los  ecosistemas acuáticos. .   
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Conclusiones y Recomendaciones 
Este propuesta estuvo enmarcada dentro de la necesidad de ampliar el conocimiento acerca de  la contribución de  las bacterias AAP a  los  flujos de carbono dentro de  los sistemas  acuáticos.  Considerando  que  su  función  fotoheterótrofa  representa  una entrada alternativa de  energía  a  los  sistemas; que puede modificar  la  cantidad y  la velocidad a la que se transfiere el carbono hacia otros eslabones de la red trófica; y que  por  estudios  a  nivel  fisiológico  se  conoce  que  las  bacterias  AAP  regulan  la expresión del pigmento  fotosintético en diferentes  condiciones de  cultivo; nosotros planteamos la hipótesis que sostiene que la ocurrencia de la función fotoheterótrofa de  las  AAP  en  sistemas  naturales  varía  de  acuerdo  a  la  concentración  de  carbono orgánico y nutrientes disueltos, la disponibilidad de luz y saturación de oxígeno.  Para ponerla a prueba nosotros propusimos una métrica que da cuenta sobre la Expresión 
de la fototrofía de las poblaciones de AAP in situ; a través de la relación de abundancia relativa de células AAP,  cuantificadas por puf M‐  qPCR y  la abundancia de AAP que sintetizan  el  pigmento  fotosintético,  cuantificadas  por  microscopía  de epifluorescencia infrarroja; en diferentes lagos de Quebec, Canadá.  Previo a  la estimación de  la abundancia de AAP por PCR cuantitativa,  la  técnica  fue validada para establecer las mejores condiciones de amplificación y cuantificación del gen  puf  M.  La  selección  de  los  cebadores  estuvo  basada  en  la  evaluación  de oligonucleótidos  reportados  previamente,  bajo  los  criterios  de  cobertura, especificidad y las propiedades fisicoquímicas de los primers. De esta evaluación los  
primers  puf  M  forward  y  puf  M  WAW  reverse,  cumplieron  con  el  conjunto  de requerimientos para ser usados en  las cuantificaciones del gen puf M.  Sin embargo, algunas  estimaciones  de  AAP  por  microscopía  epiflurescencia  infrarroja  fueron mayores  a  las  arrojadas  por  qPCR.  Estos  resultados  sugieren  una  limitación  de cobertura de  los  cebadores usados y por  lo  tanto posibles  subestimaciones del  gen 
puf M de AAP en los sistemas estudiados. Esta limitación podría sobrellevarse con un análisis más  exhaustivo  de  la  diversidad  del  gen puf M  de  AAP  en  agua  dulce  y  el diseño y posterior uso de cebadores que amplíen el espectro de  las  secuencias que pueden ser amplificadas y cuantificadas por qPCR.  Uno  de  los  problemas  más  comunes  en  el  uso  de  la  qPCR  como  técnica  de cuantificación  de  genes  en  Ecología  Microbiana,  está  relacionado  con  las  bajas eficiencias  de  amplificación  asociadas  a  fenómenos  de  inhibición.  Nosotros observamos  que  esta  inhibición  puede  ser  provocada  por  altas  cantidades  de DNA 
template y  la  concentración  de  primers  usados  en  la  reacción  de  amplificación.  De esta  manera,  los  fenómenos  de  inhibición  en  nuestras  amplificaciones  fueron controlados usando una concentración de primers de 0.12 uM y hasta 9 ng de DNA por  reacción.  Después  de  tener  las  condiciones  de  corrida  puestas  a  punto,  se construyó una curva estándar para la cuantificación del gen puf M en los extractos de DNA  ambiental,  que  incluyó  números  de  copias  conocidas  del  gen.  Así,  la  fase  de validación  de  la  PCR  cuantitativa  culminó  tras  probar  la  linealidad  de  la  curva, 
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obteniendo  altos  porcentajes  de  eficiencia  de  amplificación  y  ausencia  de  señal  de amplificación para el control negativo y picos de disociación secundarios.  La  estimación  de  la  Expresión  de  la  fototrofía  de  las  poblaciones  de  AAP  de  los diferentes lagos y el análisis de correlación de ésta métrica con las variables carbono orgánico  y  nutrientes  disueltos,  coeficiente  de  extinción  de  luz  y  porcentaje  de saturación de oxígeno, permiten corroborar nuestra hipótesis inicial y concluir que la ocurrencia de la función fotoheterótrofa de las AAP in situ varía de un lago a otro. El análisis mostró, que la Expresión de la fototrofía de las poblaciones de AAP tiende a ser mayor en sistemas con coeficientes de extinción de luz más altos y menor saturación de  oxígeno.  Este  resultado  es  consistente  con  estudios  in  vitro  desarrollados previamente;  en  los  que  se  demostró  que  las  AAP  inhiben  la  síntesis  de bacterioclorofila a después de cambiar las condiciones de incubación de oscuridad a luz. Sin embargo, sigue siendo un interrogante la utilidad de mantener la síntesis del pigmento  fotosintético  en  sistemas  naturales  donde  luz  es  un  recurso  limitado permanentemente.   Este  trabajo  presenta  una  forma  diferente  de  aproximarse  al  estudio  de  las poblaciones  de  AAP  que  podría  generar  nueva  información  sobre  los  factores asociados a la expresión de la función fotoheterótrofa de estas bacterias en sistemas naturales.  No  obstante,  el  conocimiento  de  los  fenómenos  de  regulación  de  esta función  aún  es  limitado  y  por  lo  tanto,  es  preciso  continuar  en  una  línea  de investigación conjunta de estudios in vitro e in situ que amplíen la información sobre los factores que afectan la síntesis del pigmento fotosintético de este grupo funcional.  
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Anexo  1.  Análisis  de  complementariedad    de  los  primers  evaluados 
para la cuantificación de AAP en lagos 
  
  puf M 557 F  puf M uni F  puf M  Forward  puf M 750 R  puf M uni R  puf M  WAW 
puf M 557 
F 
  NA 
 
 
 
NA  NA 
     
puf M uni 
F 
  
  NA 
 
 
 
NA 
   
No complementariedad en extremos 3’ 
puf M  
Forward 
 
 NA 
 
 
NA  NA 
   
No complementariedad en extremos 3’ 
  
72 
  puf M 557 F  puf M uni F  puf M  Forward  puf M 750 R  puf M uni R  puf M  WAW 
puf M 750 
R 
 
 
‐ 
 
 
‐  ‐ 
 
NA  NA 
puf M uni 
R 
 
 
‐ 
 
 
‐  ‐  NA  NA  NA 
puf M  
WAW 
 
‐ 
 
 
‐  ‐  NA  NA  NA 
 NA: No aplica: Para pares de primers forward: Forward o Reverse:Reverse.  
Control Positivo: Erytrobacter litoralis. NTC: E. coli Control Negativo: Agua Muestra Croche  
a) 
f) e) 
d) c) 
b) 
g) h) 
Anexo 2. Curvas de amplificación y disociación 
probando diferentes parejas de primers  
 
     Leyenda: a y b, curvas de amplificación y disociación usando los primers  puf Uni F y puf Uni R; c y d, curvas de amplificación y disociación usando los primers puf  557 F y puf 750 R; e y f, curvas de amplificación y disociación usando los primers puf  557 F y puf Uni R; g y h, curvas de amplificación y disociación usando los primers puf 557 F y puf WAW R 

Anexo 3: Parámetros fisicoquímicos de los sistemas de estudio 
 
Variables fisicoquímicas del conjunto de lagos de la región Eastern Townships , Quebec, Montreal.  
Nombre del 
Lago  Latitud  Longitud 
Profundidad 
de muestreo     
(m) 
K (m‐1)  T (0C)  Conductividad (μs/cm)  % OD 
COD 
(mg/L) 
DN 
(mg/L) 
DP 
(μg/L) 
Montjoie  45°24'56"N  72° 6'13"W  3,00  0,67  23,71  70  92  6,96  0,21  4,29 
Bowker  45°24'24''N  72º13'37''W  6  0,31  21,38  58  109,7  2,67  0,13  2,53 
Stukely  45°21'50"N  72°15'11"W  2,00  0,53  24,26  58  96,69  5,39  0,22  4,43 
Waterloo  45°20'06"N  72°31'03"W  2  1,34  25,24  94  103,3  7,82  0,50  7,29 
Petit‐Magog  45°19'28"N  62°01'39"W  4  0,51  23,82  148  107,8  4,88  0,21  5,52 
Lovering  45°09'58"N  72°08'58"W  3  0,64  24,03  104  101,7  7,41  0,27  5,11 
Coulomb  45°50'24"N  71°27'57"W  0,5  1,57  19,09  42  89,4  13,99  0,37  8,38 
Aylmer  45°49'31''N  71°22'42''W  1  1,05  20,44  84  95,2  9,95  0,42  7,28 
Tomcod  45°32’17.3”N  72°2’29.85”O  0,5  7,96  21,3  17  85,8  17,03  0,92  60,31 
Nicolet  45°50'16"N  71°33'25"W  3,5  0,57  20,06  49  94,1  3,50  0,32  1,62 
Croche  45°59'32"N  74°00'19"W  1,5  0,67  20,86  18  95,9  4,84  0,15  1,31  
Variables fisicoquímicas de la serie de muestreos mensuales en el lago Croche, Quebec, Montreal.   
Fecha  de 
muestreo 
Profundidad de 
muestreo (m)  K (m
‐1)  T (0C)  Conductividad (μs/cm)  % OD  COD (mg/L) 
DN 
(mg/L) 
DP 
(μg/L) 
Chl a 
(μg/L) 
Nov16/2012  2,00  0,84  4,84  18  85,78  3,35  0,16  2,28  4,60 
Ene11/2013  0,00  3,41  2,10  18  89,05  4,78  0,26  1,68  1,53 
Feb 8/2013  0,50  3,57  1,23  18  99,66  5,28  0,26  1,68  0,51 
Mar 8/2013  0,50  1,44  1,95  18  71,55  4,75  0,26  1,00  0,31 
Abr 5/2013  0,50  1,82  1,26  18  80,66  3,96  0,24  2,54  0,23 
Jun 25/2013  0,00  0,88  22,29  18  123,16  4,85  0,21  2,09  0,73 
Jul 9/2013  0,50  0,67  24,14  18  107,26  5,08  0,18  3,53  0,75 
Ago 6/2013  1,50  0,67  20,86  18  95.9  4,84  0,14  1,31   
Sep 4/2013  1,50  0,71  20,26  18  99,52  4,84  0,19  3,33  1,59 
Anexo  4:  Resultados  arrojados  por  el  Análisis 
de Componentes Principales (PCA) 
 
Eigenvalues.*  
PC  Eigenvalue  % Variance 
Variance 
Accumulate 
1  2,44082  40,68  40,68 
2  1,88384  31,397  72,077 
3  0,808557  13,476  85,553 
4  0,681565  11,359  96,912 
5  0,139449  2,3241  99,2361 
6  0,0457688  0,76281  99,99891    
Eigenvectors:  Coefficients  in  the  linear  combinations  of  variables 
making up PC's*   
Variable  Axis 1  Axis 2  Axis 3  Axis 4  Axis 5  Axis 6 
K  ‐0,07458  0,4644  0,8386  0,08791  0,1847  ‐0,1836 
OD  0,1852  ‐0,5121  0,2478  0,732  0,167  0,2799 
COD  0,5798  0,08832  0,1511  ‐0,4245  0,1742  0,6502 
DN  0,5009  0,3572  ‐0,04872  0,3312  ‐0,7095  ‐0,07755 
DP  0,6104  ‐0,1421  ‐0,09326  ‐0,0648  0,4071  ‐0,6547 
Fototrofia  ‐0,02305  0,6054  ‐0,4488  0,403  0,4884  0,1749   *El análisis de componentes principales (PCA) fue ejecutado en el programa en línea PAST 3. X 
